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ZUSAMMENFASSUNG 
NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen werden seit Jahren für die enzymatische Cofaktor-
Regenerierung eingesetzt und besitzen daher eine große Bedeutung für die industrielle 
Biotechnologie. Die Verwendung von FDH für die Regenerierung von NADH hat gegenüber anderen 
Enzymen wesentliche Vorteile. Jedoch weist die in industriellen Prozessen eingesetzte FDH aus 
Candida boidinii, verglichen mit Enzymen anderer Cofaktor-Regenerierungssysteme, niedrige 
spezifische Aktivitäten auf. Neue Enzymvarianten mit hohen spezifischen Aktivitäten könnten diesen 
Nachteil des FDH-Systems beheben und somit zu einer deutlichen Verbesserung biokatalytischer 
Prozessbedingungen führen. Ziel der Arbeit war daher die Identifizierung neuer NAD-abhängiger 
Formiatdehydrogenasen mit einer deutlich erhöhten spezifischen Aktivität der Formiatoxidation 
verglichen mit bislang bekannten und industriell genutzten Enzymvarianten.  
Anhand von Datenbankrecherchen wurden basierend auf der Aminosäuresequenz der aktivsten 
bislang beschriebenen Enzyme acht neue NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen ausgewählt, 
gereinigt und charakterisiert. Das Enzym aus Rhodococcus jostii (RjFDH) zeigte mit 19,9 U mg-1 bei einer 
Temperatur von 22 °C die höchste bisher beschriebene Aktivität aller NAD-abhängigen FDH. Darüber 
hinaus zeigte das Enzym auch eine deutlich höhere Aktivität für die Reduktion von CO2 als alle anderen 
bislang beschriebenen NAD-abhängigen FDH. Das Enzym liegt als Homodimer mit einer monomeren 
Molekularmasse von 44,7 kDa vor und nutzt lediglich Formiat als Substrat für die Oxidationsreaktion. 
Die höchste Enzymaktivität wurde bei einer Temperatur von 50 °C gefunden, bei welcher die 
Enzymaktivität auf etwa 318 % verglichen mit der Aktivität bei Raumtemperatur anstieg. Das Enzym 
weist eine höhere Thermostabilität als der FDH aus C. boidinii (CbFDH) auf, welches derzeit als 
Standardenzym für die Cofaktor-Regenerierung, beispielsweise für die industrielle Produktion von  
L-tert-Leucin, verwendet wird. So wurde im Vergleich mit der CbFDH eine verbesserte Thermostabilität 
ab 55 °C sowie eine vierfach erhöhte Halbwertszeit bei 50 °C beobachtet. Weiterhin zeigt ein Vergleich 
des Tm-Werts (RjFDH: 58 °C) mit literaturbekannten FDH, dass die RjFDH eine überdurchschnittlich gute 
Thermostabilität aufweist. Thermostabilität und Prozessstabilität von Enzymen spielen eine wichtige 
Rolle für eine potentielle Anwendung und sind für die RjFDH als positiv zu bewerten. Die Zugabe von 
Kupferionen zum Enzym sorgte für eine deutliche Inaktivierung. Das Enzym zeigte lediglich 2,7 % 
Restaktivität nach 96 Stunden Inkubation (4 °C; pH 7,0), während andere getestete Metallionen die 
Aktivität nur in geringem Maße beeinflussten. Verschiedene polare und organische Lösungsmittel 
hatten in etwa den gleichen Einfluss auf die Aktivität und Stabilität der RjFDH und CbFDH, jedoch ist 
das Enzym unempfindlicher gegenüber dem Zusatz von Acetonitril. Wird die RjFDH in biphasischen 
Systemen eingesetzt, so können die höchsten Restaktivitäten nach 180 Minuten (51,5 %) bei einem 
Einsatz von 50 % (v/v) n-Butanol erzielt werden. 
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Die Leistung der RjFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem wurde in einem direkten Vergleich mit dem 
Standardenzym CbFDH evaluiert. Beide Enzyme wurden für die Bereitstellung von NADH für die 
Synthese von L-tert-Leucin durch die Leucin-Dehydrogenase aus Lysinibacillus sphaericus sowie  
(S)-1-Phenylethanol durch die Alkoholdehydrogenase A aus Rhodococcus ruber eingesetzt. Die 
gegenüber dem Standardenzym mehr als dreifach erhöhte spezifische Aktivität der RjFDH führte in 
beiden Systemen zu einer deutlich verbesserten Produktbildung und demonstrierte somit die 
überlegene Leistungsfähigkeit der RjFDH. So wurde die dreifache Konzentration an CbFDH gegenüber 
der RjFDH für eine vergleichbare Produktbildung von L-tert-Leucin und (S)-1-Phenylethanol benötigt. 
Dies zeigt, dass die RjFDH in industriell relevanten Prozessen wie der Produktion von L-tert-Leucin zu 
einer deutlich effizienteren Produktbildung beitragen und die bioenzymatische Produktion von 
Feinchemikalien in der industriellen Anwendung zu optimieren kann. Die RjFDH besitzt das Potential, 
die Limitationen der FDH-basierten Cofaktor-Regenerierung zu überwinden und könnte somit eine 
breite Anwendung in biokatalytischen Produktionsprozessen finden. 
Das Ziel weiterer Experimente war die Verbesserung der Anwendbarkeit der RjFDH für die industrielle 
Anwendung. Mittels Protein-Engineering konnten Verbesserungen bezüglich der Metalltoleranz, 
Thermostabilität und Lösungsmittelstabilität der RjFDH erzielt werden. Der Austausch eines 
Cysteinrests an Position 256 zu Alanin sorgte für eine deutliche Steigerung der Kupfertoleranz des 
Enzyms. Die Enzymvariante Cys256Ala zeigte mit 30,7 % Restaktivität nach 96 Stunden Inkubation  
(4 °C; pH 7,0) eine rund 12-fach höhere Restaktivität verglichen mit dem Wildtyp der RjFDH. Durch 
einen bioinformatisch gestützten Austausch von Aminosäuren zur Generierung thermostabilerer 
Varianten wurden Enzymvarianten mit bis zu 2,7-fach erhöhten Langzeitstabilitäten gegenüber dem 
Wildtyp der RjFDH bei 50 °C erzeugt. Darüber hinaus zeigten einige Enzymvarianten eine erhöhte 
Lösungsmittelstabilität gegenüber Aceton und Ethanol. Somit konnte die Stabilität der RjFDH durch die 
gezielte Einführung von Aminosäureaustäuschen deutlich verbessert werden. Die durch das Protein-
Engineering erzeugten Veränderungen der Enzymeigenschaften verbesserten somit teils deutlich die 
Anwendungsmöglichkeiten und Stabilität der RjFDH.  
Weiterhin konnte mittels gezielte Aminosäureaustäusche im Bereich der Cofaktor-Bindetasche der 
RjFDH die vollständige Umkehr der Cofaktorspezifität von NAD+ hin zu NADP+. erzielt werden. Es 
wurden mehrerer NADP+-akzeptierende Enzymvarianten erstellt, die maximale spezifische Aktivität 
der Mutante D222S-H380R-E261G betrug 3,73 U mg-1 mit NADP+ als Cofaktor. Damit stellt diese RjFDH-
Variante eine der aktivsten bisher beschriebenen NADP-abhängigen Formiatdehydrogenasen dar. Mit 
diesen Experimenten wurde die Grundlage sowohl für eine Anwendung der RjFDH als Cofaktor-
Regenerierungssystem für NADPH als auch für weiterführende Mutageneseexperimente zur 
Steigerung der Enzymaktivität mit NADP+ gelegt.  
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Strukturelle Determinanten der Enzymaktivität von FDH sind kaum bekannt. Bisher wurde vermutet, 
dass ein verlängert vorliegender C-Terminus die Aktivität NAD-abhängiger FDH möglicherweise positiv 
beeinflusst. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden Enzymvarianten der RjFDH mit Deletionen des 
C-Terminus erstellt. Die Experimente zeigten, dass eine Verkürzung um bis zu 15 Aminosäuren nahezu 
keinen Einfluss auf die maximale spezifische Aktivität des Enzyms hatte. Jedoch spielen die 
Aminosäuren zwischen Position 375 und 385 eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung einer 
funktionalen Struktur, Cofaktorbindung und Enzymaktivität. Die Vermutung, dass ein verlängerter  
C-Terminus zwangsläufig mit einer erhöhten Enzymaktivität einhergeht, konnte nicht bestätigt 
werden. Darüber hinaus scheint der gesamte Bereich des C-Terminus (25 Aminosäuren) auch nur eine 
geringe Rolle für die Enzymstabilität zu spielen.  
Zusammenfassend konnte mit der RjFDH eine neue NAD-abhängige FDH identifiziert werden, welche 
durch ihre sehr hohe spezifische Aktivität von rund 20 U mg-1 bei gleichzeitig hoher Stabilität ein großes 
Potential für die industrielle Anwendung aufweist. Verschiedene gezielte Aminosäureaustäusche 
ermöglichen eine vielfältige und direkte Anwendbarkeit des Enzyms für die Cofaktorregenerierung in 
industriellen Prozessen. Die gewonnenen Erkenntnisse über die Rolle des C-Terminus trägt zu einem 
verbesserten Verständnis der strukturellen Determinanten der Enzymaktivität in FDH bei.   
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ABSTRACT 
NAD-dependent formate dehydrogenases have been used for enzymatic cofactor regeneration for 
years and have great importance for industrial biotechnology. The use of FDH for the regeneration of 
NADH has significant advantages over other enzymes. However, a major disadvantage of this system is 
the low specific activity of FDH from Candida boidinii, which is also often used in industrial processes. 
New FDH variants with high specific activities could overcome this disadvantage and thus lead to the 
improvement of biocatalytic process conditions. Therefore, the aim of this work was to identify new 
NAD-dependent formate dehydrogenases with a significantly increased specific activity of formate 
oxidation compared to previously known and industrially relevant enzyme variants. 
Using database searches, eight new NAD-dependent formate dehydrogenases were selected, purified, 
and characterized based on the amino acid sequence of the most active enzymes described to date. 
The enzyme from Rhodococcus jostii (RjFDH) showed the highest activity of all NAD-dependent FDH 
described so far - 19.9 U mg-1 at a temperature of 22 °C. In addition, the enzyme also showed 
significantly higher activity for the reduction of CO2 than any other NAD-dependent FDH described to 
date. The enzyme is composed as a homodimer with a monomeric molecular mass of 44.7 kDa, exhibits 
stringent substrate specificity typical of NAD-dependent FDH, and thus uses only formate as a substrate 
for the oxidation reaction. The highest enzyme activity was found at a temperature of 50 °C, at which 
the enzyme activity increased to about 318% compared to the activity at room temperature. The 
thermostability and process stability of enzymes also play an important role for potential application 
and are found to be positive for RjFDH. The enzyme exhibits higher thermostability than FDH from  
C. boidinii (CbFDH), which is currently used as a standard enzyme for cofactor regeneration for the 
industrial production of L-tert-leucine. Thus, in comparison with CbFDH, an improved thermostability 
at 55 °C and a fourfold increased half-life at 50 °C were observed. Furthermore, a comparison of the Tm 
value with FDHs known from literature shows that the RjFDH (58 °C) has an above-average 
thermostability. The addition of copper ions to the enzyme provided significant inactivation. The 
enzyme showed only 2.7% residual activity after 96 hours of incubation (4 °C, pH 7.0), while other metal 
ions tested affected activity only slightly. Different polar and organic solvents had about the same effect 
on the activity and stability of RjFDH and CbFDH, but the enzyme was less sensitive to the addition of 
acetonitrile. When RjFDH was used in biphasic systems, the highest residual activities could be 
obtained after 180 min (51.5%) when 50% (v/v) n-butanol is used. 
The performance of RjFDH as a cofactor regeneration system was evaluated in direct comparison with 
the standard enzyme CbFDH. Both enzymes were evaluated for the provision of NADH for the synthesis 
of L-tert-leucine by leucine dehydrogenase from Lysinibacillus sphaericus and (S)-1-phenylethanol by 
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alcohol dehydrogenase A from Rhodococcus ruber. The more than threefold increase in specific activity 
of RjFDH compared to the standard enzyme resulted in significantly improved product formation in 
both systems, demonstrating the superior performance of RjFDH. Thus, three times the concentration 
of CbFDH compared to RjFDH was required for comparable product formation of L-tert-leucine and  
(S)-1-phenylethanol. This shows that RjFDH can contribute to much more efficient product formation 
in industrially relevant processes such as the production of L-tert-leucine and furthermore optimize the 
bioenzymatic production of fine chemicals in industrial applications. RjFDH has the potential to 
overcome the limitations of FDH-based cofactor regeneration and thus could find broad application in 
biocatalytic production processes. 
To improve the applicability of the enzyme in industrial processes, mutagenesis studies were 
performed on RjFDH. Replacement of a cysteine residue at position 256 to alanine provided a 
significant increase in copper tolerance of the enzyme. With 30.7% residual activity after 96 hours of 
incubation (4 °C; pH 7.0), this enzyme variant showed an approximately 12-fold higher residual activity 
compared with the wild type of RjFDH. Bioinformatics-assisted substitution of amino acids to generate 
more thermostable variants generated enzyme variants with up to 2.7-fold increased long-term 
stabilities compared with wild-type RjFDH at 50 °C. In addition, some enzyme variants showed 
increased solvent stability towards acetone and ethanol. Thus, the introduction of point mutations 
significantly improved the stability of RjFDH, which could also contribute to improved applications as 
cofactor regeneration systems in bioenzymatic production. Furthermore, amino acid exchanges in the 
region of the cofactor binding pocket provided a complete reversal of cofactor specificity from NAD+ to 
NADP+. Several NADP-accepting enzyme variants were generated, and the maximum specific activity 
of the D222S-H380R-E261G mutant was 3.73 U mg-1 with NADP+. Thus, this RjFDH variant represents 
one of the most active NADP-dependent formate dehydrogenases described to date. These 
experiments have laid the foundation for both an application of RjFDH as a cofactor regeneration 
system for NADP+ and for further mutagenesis experiments to enhance enzyme activity with NADP+. 
Further mutagenesis studies investigated structural determinants of enzyme activity. Recently, it has 
been suggested that an elongated C-terminus of NAD-dependent FDH may represent a positive activity-
influencing region. In contrast, experiments in this region of RjFDH showed that shortening by up to 15 
amino acids had no effect on the maximum specific activity of the enzyme. However, amino acids 
between positions 375 and 385 play an important role in maintaining a functional structure, cofactor 
binding, and enzyme activity. The assumption that an elongated C-terminus is necessarily associated 
with an increased enzyme activity could not be confirmed. The entire C-terminal region (25 amino 
acids) appears to play only a minor role in enzyme stability. 
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In summary, with the RjFDH, a new NAD-dependent FDH was identified, which has great potential for 
industrial application due to its very high specific activity of around 20 U mg-1 combined with high 
stability. Various targeted amino acid exchanges enable a diverse and direct applicability of the enzyme 
for cofactor regeneration in industrial processes. The insights gained about the role of the C-terminus 
contributes to an improved understanding of the structural determinants of enzyme activity in FDH.   
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
 
ad.    Auffüllen auf… 
ADH    Alkoholdehydrogenase  
ADH-A    Alkoholdehydrogenase A aus Rhodococcus ruber 
ATP    Adenosintriphosphat 
CbFDH    NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii 
CO2    Kohlenstoffdioxid 
dH2O     steriles, entionisiertes Wasser  
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
bp     Basenpaare  
dNTP     Desoxyribonucleosidtriphosphat  
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
kDa    Kilodalton 
KPi    Kaliumphosphat-Puffer 
LB     Lysogeny broth-Medium 
LeuDH    Leucin-Dehydrogenase aus Lysinibacillus sphaericus 
(m/v)    Masseanteil/Volumenanteil 
NAD/NADH   Nicotinamidadenindinukleotid  
NADP/NADPH   Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat 
NaHCO3   Natriumhydrogencarbonat  
OD600    Optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction) 
PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 
PseFDH    NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Pseudomonas sp. 101 
RjFDH    NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Rhodococcus jostii 
rpm    revolutions per minute (Drehzahl) 
Tm     Schmelztemperatur 
TMP    Trimethylpyruvat 
(v/v)     Volumenanteil/Volumenanteil  
EINLEITUNG  1 
1. EINLEITUNG 
1.1. ALLGEMEINE EINFÜHRUNG 
In vielen Bereichen unseres alltäglichen Lebens spielen biokatalytische Prozesse eine immer größere 
Rolle. Während manch unbewusste Nutzung die Menschheit bereits seit Jahrtausenden begleitet, 
finden biokatalytische Prozesse heutzutage eine immer breitere Anwendung in der Industrie. So 
werden Enzyme in der modernen Lebensmittelindustrie zur Produktion von Zitronensäure, Essig und 
Maissirup oder der Entbitterung von Fruchtsäften eingesetzt (CHAPMAN ET AL., 2018; YUSHKOVA ET AL., 
2019). Auch für die chemische und pharmazeutische Industrie wird der Bereich der Biokatalyse immer 
bedeutender - beispielsweise für die Herstellung von Feinchemikalien, Medikamenten oder 
Biotreibstoffen. Die Isolierung verschiedenster Enzyme sowie deren Anpassung mittels gentechnischer 
Methoden ermöglichen einen breiten Einsatz in vielen Bereichen industrieller Prozesse. Der globale 
Markt für Enzyme wurde für das Jahr 2019 durch das Marktforschungsunternehmen Grand View 
Research mit rund 10 Milliarden US-Dollar bilanziert und wächst stetig mit einer jährlichen Prognose 
von rund 7 % (GRAND VIEW RESEARCH, 2020). Dies zeigt, dass die Vorteile enzymbasierter Biokatalyse für 
immer mehr Branchen von wirtschaftlichem Interesse sind.  
 
Enzyme wirken als makromolekulare biologische Katalysatoren chemischer Reaktionen. Jeder 
bekannte lebende Organismus besitzt Enzyme, welche an Stoffwechselvorgängen sowie der 
Speicherung und Regulation der Erbinformation beteiligt sind (BERG ET AL., 2013). Es handelt sich bei 
Enzymen um katalytisch aktive Proteine, welche in ihrer Funktion als Katalysator chemische 
Reaktionen beschleunigen und selbst unverändert aus der Reaktion hervorgehen. Im Zuge der Katalyse 
binden Enzyme ein oder mehrere Substrate in ihrem aktiven Zentrum, in welchem die eigentliche 
chemische Reaktion über die Bildung eines Übergangszustands erfolgt. Dieser Übergangszustand wird 
durch das Enzym im Zuge der Ausbildung energetisch günstiger Wechselwirkungen stabilisiert. Die 
Stabilisierung des Übergangszustands im aktiven Zentrum des Enzyms geht mit einer Senkung der 
Aktivierungsenergie der Reaktion einher (KRAUT, 1988). Unterschiede zwischen der durch das Enzym 
katalysierten und einer spontanen unkatalysierten Reaktion können als Maß für die Effektivität der 
Katalyse angesehen werden (FABER, 2011). 
Die Biokatalyse mit Beteiligung von Enzymen bietet gegenüber der herkömmlichen chemischen 
Synthese eine Reihe von Vorteilen. Die meisten Enzyme sind bei Temperaturen von 20 bis 50 °C, 
physiologischen pH-Werten und normalem atmosphärischen Druck aktiv. Dies führt zu einem 
geringeren Energiebedarf bei der Anwendung von Enzymen. So stellt die Biokatalyse durch die 
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Anwendung milder Reaktionsbedingungen und der Möglichkeit, Wasser als Lösungsmittel verwenden 
zu können, gegenüber herkömmlichen chemischen Produktionsverfahren eine effiziente sowie häufig 
umweltfreundlichere Variante dar (BORNSCHEUER ET AL., 2012; WOODLEY, 2019). Enzyme sind darüber 
hinaus gegenüber den meisten herkömmlichen Katalysatoren einfach biologisch abbaubar (JOHANNES 
ET AL., 2005). Ein weiterer großer Vorteil der Nutzung von Biokatalysatoren liegt in ihrer hohen 
katalytischen Effizienz. Bedingt durch diese ermöglichen Enzyme die Beschleunigung chemischer 
Reaktionen bis zu einem Faktor von 1020 (RINGE UND PETSKO, 2008; FABER, 2011). Dies ermöglicht den 
Einsatz geringer Konzentrationen von Biokatalysatoren, während chemische Katalysatoren häufig 
deutlich höher konzentriert eingesetzt werden müssen (FABER, 2011). Viele Enzyme sind untereinander 
kompatibel, was die Bildung von Reaktionskaskaden ermöglicht (MAYER ET AL., 2001). 
Darüber hinaus ermöglichen Biokatalysatoren die Durchführung von regioselektiven und 
stereoselektiven Reaktionen, welche mit herkömmlichen chemischen Katalysatoren teils nur schwer 
durchzuführen sind (GAO ET AL., 2019). Die Fähigkeit, Reaktionen regio- und stereoselektiv 
durchzuführen, ist beispielsweise für die Produktion pharmazeutischer Produkte, die Herstellung von 
Pflanzenschutzmitteln oder Duftstoffen von großer Bedeutung (SCHOEMAKER ET AL., 2006). So werden 
durch Enzyme entweder nur Stoffe einer bestimmten Konfiguration umgesetzt oder bevorzugt Stoffe 
einer bestimmten Konfiguration gebildet. Dadurch ermöglicht die Biokatalyse eine enantiomerenreine 
Synthese bestimmter Produkte. Die Stereochemie von Molekülen ist insbesondere für die Produktion 
pharmakologisch aktiver Substanzen häufig entscheidend. Moleküle können sich, obwohl sie eine 
identische Summenformel aufweisen, in ihrer räumlichen Anordnung unterscheiden. Dies kann 
wiederum zu unterschiedlichen Eigenschaften der jeweiligen Stoffe führen. Ein bekanntes Beispiel ist 
die unterschiedliche Wirkung der Enantiomere des unter dem Handelsnamen Contergan vertriebenen 
Wirkstoffs Thalidomid. Während das (+)-(R)-Enantiomer von Thalidomid als Sedativum wirkt, wirkt das 
(+)-(S)-Enantiomer fruchtschädigend und ist offenbar für Missbildungen der Föten im Mutterleib 
verantwortlich (ERIKSSON ET AL., 2000; ITO ET AL., 2011). 
Stereoselektivität von Enzymen kann gut am Beispiel der asymmetrischen Reduktion eines prochiralen 
Ketons durch Alkoholdehydrogenasen (ADHs) nachvollzogen werden (Abbildung 1-1). Je nach 
verwendetem Enzym können bei dieser Reaktion unterschiedlich konfigurierte Produkte entstehen. 
Die Selektivität dieser Reaktion liegt im strukturellen Aufbau des jeweiligen Enzyms begründet. 
Während der Reduktion findet eine Hydridübertragung von dem an der Reaktion beteiligten Cofaktor 
auf die Ketogruppe des Substrats statt, welche zu einer Hydroxylgruppe reduziert wird. Der Angriff des 
Hydrid-Ions kann, je nach Struktur der ADH, entweder von der re-Seite oder der si-Seite des prochiralen 
Ketons aus erfolgen, was die Bildung eines chiralen (S)-Alkohols oder (R)-Alkohols zur Folge hat 
(PRELOG, 1964). 
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ABBILDUNG 1-1: BILDUNG CHIRALER ALKOHOLE DURCH DIE ASYMMETRISCHE REDUKTION EINES PROCHIRALEN KETONS DURCH 
STEREOSELEKTIVE ALKOHOLDEHYDROGENASEN (MUSA UND PHILLIPS, 2011; VERÄNDERT). 
 
Als Folge von günstigen Enzymeigenschaften wie der Stereoselektivität treten gegenüber einer 
herkömmlichen, chemischen Synthese deutlich weniger Nebenreaktionen wie Racemisierungen und 
Epimerisierungen auf (FABER, 2011). Dies führt zu einer höheren Produktreinheit und erleichtert somit 
die Reinigung der Reaktionsprodukte. Eine weitere Konsequenz ist der geringere Bedarf für den Einsatz 
von Schutzgruppen in der Biokatalyse (BOMMARIUS UND RIEBEL-BOMMARIUS, 2004; FABER, 2011). 
 
Enzyme sind optimal an ihre physiologischen Aufgaben im Stoffwechsel von Zellen angepasst. Diese 
Anpassung entspricht jedoch nicht zwangsläufig den Anforderungen, welche eine industrielle 
beziehungsweise biotechnologische Anwendung an die jeweiligen Enzyme stellt. Trotz aller zuvor 
genannten Vorteile können Limitierungen in der Nutzung von Enzymen in ihren vergleichsweise 
geringen Stabilitäten, niedrigen spezifischen Aktivitäten oder einem für die Anwendung zu geringen 
Substratspektrum liegen. Weiterhin können Probleme bezüglich der Enantioselektivität auftreten, falls 
unerwünschte Enantiomere einer chiralen Substanz gebildet werden. Wie bereits beschrieben, ist für 
die Wirksamkeit pharmakologisch aktiver Substanzen die Stereochemie der Moleküle häufig 
entscheidend. Durch die gezielte Manipulation von Proteinen im Zuge des Protein Engineering konnten 
jedoch viele dieser Probleme, welche sich für die industrielle Anwendung von Enzymen ergeben, gelöst 
werden (BORNSCHEUER ET AL., 2012; REETZ, 2013; MADHAVAN ET AL., 2017). Darüber hinaus können Enzyme 
in bestimmten Fällen sogar mit vollständig neuen Eigenschaften und Funktionen ausgestattet werden 
(BRUSTAD UND ARNOLD, 2011; ENGQVIST UND RABE, 2019). 
Mit dem rationalen Protein-Engineering und der gerichteten Evolution können zwei grundsätzliche 
Herangehensweisen unterschieden werden, welche für die gezielte Einführung von Veränderungen an 
Enzymen eingesetzt werden. Das rationale Protein-Engineering setzt genaue Kenntnisse über Struktur, 
katalytische Funktion und die damit einhergehenden physikalischen Interaktionen im zu mutierenden 
Enzym voraus. Ausgehend von diesen Kenntnissen werden gezielt Bereiche des Enzyms manipuliert 
(R)-Alkohol (S)-Alkohol si-Seite re-Seite 
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und die mutierten Enzyme anschließend auf veränderte Eigenschaften überprüft. Dies geschieht 
zumeist über ortsgerichtete Mutagenese, bei welcher einzelne Aminosäuren ausgetauscht werden. So 
konnte beispielsweise mit dem Austausch weniger Aminosäuren eine Veränderung in der Cofaktor-
Spezifität von Oxidoreduktasen erreicht werden (WU ET AL., 2009; CAHN ET AL., 2017; ROBESCU ET AL., 
2020). Eine häufig angewendete Methode des Protein Engineering ist die Sättigungsmutagenese. Bei 
dieser speziellen Form der ortsgerichteten Mutagenese wird eine Aminosäure gegen alle 19 
codonkodierten Aminosäuren ausgetauscht und das resultierende Mutazym anschließend auf 
veränderte Eigenschaften getestet (MYERS ET AL., 1985; HOGREFE ET AL., 2002). Verschiedene positive 
Einzelmutationen können darüber hinaus mittels iterativer Sättigungsmutagenese miteinander 
kombiniert werden, um synergistische Effekte zu erzielen (REETZ UND CARBALLEIRA, 2007).  
Die gerichtete Evolution hingegen setzt keine Kenntnisse von Struktur und physikalischen 
Interaktionen im Enzym voraus. Veränderte Eigenschaften sollen durch ein zufälliges Einbringen von 
Mutationen in die kodierende DNA-Sequenz des jeweiligen Zielenzyms erreicht werden. Sämtliche 
erhaltenen Mutanten werden anschließend entsprechend die zu erzielenden Veränderungen 
selektiert (REETZ, 2011). Eine häufig verwendete Methode ist die error-prone-PCR, bei welcher die 
Fehlerrate der DNA-Polymerase durch erhöhte Salzkonzentrationen oder einer Zugabe von 
Metallionen erhöht wird (CADWELL UND JOYCE, 1994; MCCULLUM ET AL., 2010).  Weitere Methoden sind 
das DNA-Shuffling, die Bestrahlung der entsprechenden DNA-Sequenzen mit UV-Strahlung oder die 
Verwendung chemischer mutagener Agenzien (STEMMER, 1994; ZHAO ET AL., 1998). Mit den Methoden 
der gerichteten Evolution geht stets ein sehr hoher Selektionsaufwand einher, was in einer hohen Zahl 
von zu testenden Mutanten mündet.  
Sowohl rationales Design als auch gerichtete Evolution werden vielfältig genutzt und sind von großer 
Bedeutung für die Biotechnologie. Insbesondere die Entwicklung der vielfältigen Methoden des 
Protein Engineering und die daraus folgenden Möglichkeiten, Enzyme für den industriellen Einsatz 
maßzuschneidern, hat maßgeblich dazu beigetragen, dass Enzyme für biokatalytische Prozesse eine 
immer größere Rolle in der Industrie spielen (BORNSCHEUER ET AL., 2012; BILAL UND IQBAL, 2019). 
 
Insbesondere die Selektivität und Spezifität von Enzymen führte zu einer breiten Anwendung in der 
chemischen beziehungsweise pharmazeutischen Industrie, um die Produktion von pharmakologisch 
wirksamen Stoffen durch eine Verringerung der benötigten Reaktionsschritte zu vereinfachen (POLLARD 
UND WOODLEY, 2007; DEVINE ET AL., 2018). So wird beispielsweise die Synthese chiraler Alkohole und 
chiraler Amine aktuell bevorzugt enzymatisch durchgeführt (WOODLEY, 2019). Für die Herstellung von 
pharmakologisch aktiven Wirkstoffen wurden im Jahr 2010 bereits über 300 verschiedene 
Biokatalysatoren eingesetzt (BÖTTCHER UND BORNSCHEUER, 2010). Hydrolasen bildeten mit rund 65 % die 
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Enzymklasse, welche am häufigsten eingesetzt wurde (JEROMIN UND BERTAU, 2005). Ebenso wie die 
Klasse der Transferasen, Isomerasen oder Lyasen, benötigen Hydrolasen zumeist keine Cofaktoren für 
die Katalyse der enzymatischen Reaktion (WICHMANN UND VASIČ-RACKI, 2005). Eine weitere industriell 
relevante Enzymklasse sind Oxidoreduktasen, welche Redoxreaktionen katalysieren. Rund 25 % aller 
bekannten Enzyme gehören dieser enorm diversen Klasse an (WANG ET AL., 2017). Industriell werden 
sie beispielsweise für die Biotransformation von Lignocellulose, dem Abbau von Xenobiotika in der 
Umwelt, der organischen Synthese, Polymersynthese und vielen weiteren synthetische Anwendungen 
genutzt. Für die Katalyse benötigen Oxidoreduktasen jedoch dissoziierbare Cofaktoren, zumeist 
NAD(H) oder NADP(H) (BORNSCHEUER ET AL., 2012; YOUNUS, 2019). Dieser Bedarf an Cofaktoren war lange 
Zeit ein Hindernis für den effizienten Einsatz dieser Enzyme im industriellen Maßstab. Durch die 
Entwicklung von Methoden zur effizienten Regenerierung von Cofaktoren konnte dies jedoch 
überwunden werden (WICHMANN UND VASIČ-RACKI, 2005; WECKBECKER ET AL., 2010). 
1.2. COFAKTOR-REGENERIERUNG 
 
Als Cofaktoren bezeichnet man Nicht-Protein-Bestandteile von Enzymen, welche für deren 
katalytische Aktivität von entscheidender Bedeutung sind. Es handelt sich dabei meist um organische 
Moleküle, welche aufgrund ihrer Bindungseigenschaften weiter unterschieden werden. Ist der 
Cofaktor fest bzw. kovalent an das Enzym gebunden, spricht man von einer prosthetischen Gruppe. 
Liegt das Molekül dissoziierbar an das Protein gebunden vor, spricht man von einem Coenzym. Darüber 
hinaus können auch Metallionen essentiell für eine katalytische Aktivität mancher Enzyme 
(Metalloenzyme) sein, welche fest an das Protein gebunden vorliegen. Bekannte Beispiele für 
Coenzyme sind Nicotinamidadenindinukleotid (NAD), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP), 
Ascorbinsäure, Tetrahydrofolsäure (Coenzym F), Ubichinon (Coenzym Q) oder Adenosintriphosphat 
(ATP). Nachdem diese durch das Enzym gebunden wurden, interagieren sie mit dem jeweiligen 
Substrat und gehen mit diesem eine chemische Reaktion ein (LIU UND WANG, 2007). Diese Reaktionen 
unterscheiden sich je nach Cofaktor voneinander. Mittels Ubichinon oder NADH werden beispielsweise 
Elektronen in Form einer Redoxreaktion übertragen, während ATP Phosphatgruppen auf das jeweilige 
Zielmolekül überträgt. Darüber hinaus können Cofaktoren auch regulatorische Funktionen zukommen. 
So wirken beispielsweise NAD(H) und NADP(H) neben ihrer Funktion als Elektronencarrier auch als 
wichtige Steuerelemente in der Regulation metabolischer Prozesse (POLLAK ET AL., 2007). Reduziert 
vorliegendem NADPH kommt beispielsweise in allen Zellen eine besondere Bedeutung im Anabolismus 
zu, in welchem die Moleküle als Triebfeder für die Biosynthese essentieller Zellbestandteilen wie DNA 
oder Lipiden wirkt (SPAANS ET AL., 2015). 
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NICOTINAMIDADENINDINUKLEOTID 
Für die Produktion chiraler Feinchemikalien im industriellen Maßstab haben NAD-abhängige 
Oxidoreduktasen eine große Bedeutung in der industriellen Biotechnologie (WECKBECKER ET AL., 2010; 
PATIL ET AL., 2018). Der von diesen Enzymen für die katalytische Reaktion benötigte Cofaktor 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) besteht aus einem Nikotinamidring, welcher N-glykosidisch an 
die Pentose Ribose gebunden vorliegt und der Nukleinbase Adenin, welche ebenso N-glykosidisch an 
ein Molekül Ribose gebunden vorliegt (Abbildung 1-2). Die Verbindung beider Bestandteile erfolgt über 
zwei Phosphatmoleküle, welche jeweils am C5-Atom der Ribose verestert vorliegen. Die 
phosphorylierte Variante NADP(H) unterscheidet sich zudem von NAD(H) durch einen Phosphatrest 
am C2-Atom der Adenosin-Ribose. Wird NAD(P)+ enzymatisch zu NAD(P)H reduziert, findet dies am C4-
Atom des Nikotinamid-Rests statt. Bei dieser reversiblen Redoxreaktion wird das Molekül durch die 
Aufnahme von zwei Elektronen und eines Protons reduziert. Lediglich die am C4-Atom des 
Nikotinamid-Rests reduzierte Form des Cofaktors kann für enzymatische Reaktionen genutzt werden.  










ABBILDUNG 1-2: STRUKTUR VON NAD+. DAS C4-ATOM DES NIKOTINAMID-RESTS IST ROT UNTERLEGT.  
 
Voraussetzung für die enzymatisch katalysierte Redoxreaktion mit dem Substrat ist die produktive 
Bindung des Cofaktors durch das jeweilige Enzym. Dies wird im Falle von Dinukleotid-Cofaktoren wie 
NAD(H), NADP(H) und FAD durch ein konserviertes Bindemotiv, der Rossmann-Faltung, gewährleistet. 
Dieses Motiv ist aus alternierenden α-Helices und β- Faltblättern (β-α-β-α-β) aufgebaut und ermöglicht 
mittels einer Vielzahl intermolekularer Wechselwirkungen die Bindung von Dinukleotid-Cofaktoren 
durch das Enzym (ROSSMANN ET AL., 1974; LESK, 1995; LIU ET AL., 1997). Die mit der produktiven Bindung 
einhergehende räumliche Nähe zwischen Cofaktor und Substrat im aktiven Zentrum des Enzyms 
ermöglicht den Ablauf der Redoxreaktion zwischen beiden. Im Falle von NAD-abhängigen 
Formiatdehydrogenasen findet beispielsweise ein Hydridtransfer von dem Substrat Formiat auf NAD+ 
statt, was die Reduktion zu NADH unter Bildung von CO2 zur Folge hat (CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET 
AL., 2012). 
Adenin-Rest 
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Rund 30 % aller in der Online-Datenbank BRENDA eingetragenen Enzyme sind NAD(P)-abhängige 
Oxidoreduktasen, was deren große Vielfalt an Einsatzmöglichkeiten verdeutlicht (SELLÉS VIDAL ET AL., 
2018). So werden Oxidoreduktasen beispielsweise für die industrielle Herstellung chiraler 
Hydroxycarbonsäuren, Aminosäuren, Aminen oder Alkoholen aus prochiralen Ausgangsmolekülen 
genutzt (CROCQ ET AL., 1997; BOMMARIUS ET AL., 1998; LIESE ET AL., 1998; PATIL ET AL., 2018). Hier ergibt sich 
eine Problematik hinsichtlich des Einsatzes von Coenzymen. Für die Umsetzung eines Substratmoleküls 
hin zu einem Produktmolekül wird jeweils ein Molekül Cofaktor als Oxidations- beziehungsweise 
Reduktionsmittel verbraucht und steht dem Enzym in einer nachfolgenden Reaktion nicht mehr zur 
Verfügung. Demnach müsste eine stöchiometrische Zugabe von Cofaktormolekülen erfolgen, um die 
gewünschten Reaktionen vollständig durchzuführen. Aufgrund der hohen Kosten der Cofaktoren 
(NADH: 35,6 € pro Gramm, NADPH: 511,2 € pro Gramm; CARL ROTH GMBH, 2020) ist dies jedoch nicht 
möglich, wenn ökonomisch sinnvolle Produktionsbedingungen erzielt werden sollen (WANG ET AL., 
2017). Somit liegt eine der größten Herausforderungen des industriellen Einsatzes von 
Oxidoreduktasen in der Etablierung von effizient arbeitenden in situ Cofaktor-Regenerierungs-
systemen, um eine ökonomisch sinnvolle Anwendung biokatalytischer Prozesse zu ermöglichen. 
Zur Lösung dieses Problems wurden chemische, elektrochemische, photochemische sowie 
enzymatische Verfahren entwickelt, um in einem Kreislaufsystem die Versorgung des vom 
Produktionsenzym benötigten Cofaktors sicherzustellen (CHENAULT UND WHITESIDES, 1987; FUKUZUMI ET 
AL., 2019; MORDHORST UND ANDEXER, 2020). All diese unterschiedlichen Verfahren zielen auf die 
Wiederherstellung des vom Produktionsenzym benötigen Cofaktors ab, welcher diesem anschließend 
erneut zur Verfügung steht. Um Cofaktor-Regenerierung sinnvoll anwenden zu können, müssen 
mehrere Voraussetzungen an das System erfüllt sein. Die durchgeführten Reaktionen müssen vom 
ökonomischen Standpunkt aus günstig und praktikabel sein und es dürfen keine chemischen 
Reaktionen zwischen den Edukten und Produkten des Produktionsenzyms und dem Cofaktor-
Regenerierungssystem auftreten. Weiterhin muss die Reduktion des Cofaktors zwingend regioselektiv 
erfolgen. Im Zuge der Reduktion von NAD+ kann am Nikotinamid-Rest neben 1,4-Dihydropyridin auch 
1,6-Dihydropyridin entstehen, was jedoch eine inaktive Form des Cofaktors für die enzymatische 
Katalyse darstellt (CHENAULT UND WHITESIDES, 1987; WECKBECKER ET AL., 2010).  
Die Strategie der enzymatischen Cofaktor-Regenerierung zeigt für die Reduktion von NAD+ eine sehr 
hohe Selektivität, weist eine hohe Kompatibilität sowie Wechselzahl auf, ist umweltfreundlich und 
vergleichsweise einfach aufgebaut. Daher stellt der enzymatische Ansatz die bevorzugte Variante der 
Regenerierungs-Strategien in der Biotechnologie dar (WECKBECKER ET AL., 2010; WU ET AL., 2013).   
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Die enzymatische Cofaktor-Regenerierung kann sowohl durch den Einsatz isolierter Enzyme als auch 
durch Ganzzell-Systeme erfolgen. Im Falle von Ganzzell-Systemen wird häufig die Bäckerhefe 
Saccharomyces cerevisiae als Standardsystem verwendet, insbesondere für die asymmetrische 
Reduktion von Ketonen (WICHMANN UND VASIČ-RACKI, 2005; WECKBECKER ET AL., 2010).  Während diese 
häufig eine erhöhte Stabilität, verglichen mit dem Einsatz isolierter Enzyme, aufweisen, können 
letztere eine höhere Produktivität und Selektivität ermöglichen. Für die enzymatische Cofaktor-
Regenerierung mittels isolierter Enzyme werden zwei prinzipielle Herangehensweisen unterschieden, 
welche im Folgenden erläutert werden: zum einen die substratgekoppelte Cofaktor-Regenerierung 
und die enzymgekoppelte Cofaktor-Regenerierung.  
A  
SUBSTRAT                                                                        PRODUKT  
 
 
NAD(P)H                                                                                NAD(P)+ 
 
 
CO-PRODUKT                                                     CO-SUBSTRAT 
 
B 
SUBSTRAT                                                                         PRODUKT  
 
 
NAD(P)H                                                                        NAD(P)+ 
 
 
CO-PRODUKT                                                         CO-SUBSTRAT 
 
 
ABBILDUNG 1-3: ENZYMATISCHE COFAKTOR-REGENERIERUNG. DARGESTELLT SIND DIE PRINZIPIELLEN HERANGEHENSWEISEN DER 




Im Falle einer substratgekoppelten Cofaktor-Regenerierung sorgt das Produktionsenzym selbst für 
eine dauerhafte Bereitstellung des für die Produktsynthese benötigten Cofaktors (Abbildung 1-3, A). 
Um dies zu gewährleisten, wird dem Reaktionsmedium ein zweites Substrat (Co-Substrat) zugesetzt. 
Dieses wird zur Durchführung einer zur Produktbildung gegenläufigen Redoxreaktion genutzt. Somit 
wird für eine Aufrechterhaltung der Konzentration des für den Produktionsschritt benötigten Cofaktors 
gesorgt. In diesem Fall verbleibt der Cofaktor häufig, ähnlich einer prosthetischen Gruppe, an dem 
Enzym und durchläuft abwechselnde Oxidations- bzw. Reduktionszyklen (HUMMEL UND GRÖGER, 2014). 
Die substratgekoppelte Cofaktor-Regenerierung wird zumeist mit Alkoholdehydrogenasen (ADH) 
durchgeführt. Hierzu wird häufig 2-Propanol als günstiges und von vielen ADH akzeptiertes Co-Substrat 
verwendet, welches zu Aceton oxidiert wird (KEINAN ET AL., 1987; WICHMANN UND VASIČ-RACKI, 2005). Ein 
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NADH-Regenerierung in der Produktion halogenierter Arylalkohole durch die Carbonylreduktase aus 
Gluconobacter oxydans (DENG ET AL., 2015). Des Weiteren wird die substratgekoppelte Cofaktor-
regenerierung für die Reduktion von Ethyl-4-chloracetoacetat zu (R)-Ethyl 4-chloro-3-hydroxybutanoat 
durch eine Phenylacetaldehyd-Reduktase (PAR) aus Corynebacterium sp. ST-10 eingesetzt. Auch hier 
wurden hohe Konzentrationen von 2-Propanol verwendet (ITOH ET AL., 2002). 
Der Einsatz hoher 2-Propanol-Konzentrationen im Reaktionsmedium erhöht darüber hinaus die 
Löslichkeit hydrophober Substrate, setzt jedoch auch eine hohe Stabilität der eingesetzten Enzyme 
unter diesen Reaktionsbedingungen voraus. Diese Stabilität sowie die Fähigkeit der effizienten 
Nutzung eines geeigneten Co-Substrats für die Cofaktor-Regenerierung limitieren jedoch die Zahl der 
für diese Anwendung geeigneten Oxidoreduktasen. Neben den besonderen Stabilitätsanforderungen 
an Enzyme in Gegenwart hoher Konzentrationen von Lösungsmitteln treten häufig Probleme in Folge 
unterschiedlicher pH-Optima der jeweiligen Redoxreaktionen des eingesetzten Enzyms auf (ITOH ET AL., 
2002). So liegt der optimale pH-Wert der Phenylacetaldehyd-Reduktase (PAR) aus Corynebacterium 
sp. ST-10 für die Reduktion von Phenylacetaldehyd bei 6,5, während der optimale pH-Wert für die 
Oxidation von 2-Propanol bei 10,5 liegt. Bei pH 7,0 hat das zur Folge, dass zwar 70 % Restaktivität für 
die Reduktionsreaktion des Produktionsenzyms, jedoch nur 10 % Restaktivität für die Oxidation von 2-
Propanol gemessen werden konnte. Der Km-Wert der PAR steigt für 2-Propanol bei pH 7,0 stark an; 
demnach werden hohe Konzentrationen an Co-Substrat benötigt, um zu pH 10,5 vergleichbare 
Umsatzraten für die Cofaktor-Regenerierung zu erzielen (ITOH ET AL., 2002; LIU UND WANG, 2007; HUMMEL 
UND GRÖGER, 2014). Sinkt die enzymatische Aktivität des Cofaktor-Regenerierungssystems, verlangsamt 
dies die Bereitstellung der vom Produktionsenzym benötigten Cofaktoren. Daher können sich pH-
bedingte Ungleichgewichte der Enzymaktivitäten stark negativ auf die Produktivität des 
Gesamtsystems auswirken.  
ENZYMGEKOPPELTE COFAKTOR-REGENERIERUNG 
Im Falle der enzymgekoppelten Cofaktor-Regenerierung wird zusätzlich ein zweites Enzym eingesetzt, 
welches die Rolle des Cofaktor-Regenerierungssystems übernimmt. Auch bei dieser 
Herangehensweise wird ein zusätzliches Co-Substrat benötigt, welches jedoch ausschließlich von dem 
Regenerierungsenzym verbraucht wird (Abbildung 1-3, B). Die enzymgekoppelte Cofaktor-
Regenerierung hat sich als Standardmethode etabliert, was unter anderem in ihrem sehr weiten 
Anwendungsfeld und der hohen Adaptivität begründet liegt. Diese Methode stellt sich als besonders 
vorteilhaft heraus, wenn die cofaktorregenerierende Reaktion nahezu oder gar vollständig irreversibel 
ist (HUMMEL UND GRÖGER, 2014).   
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Häufig genutzte Enzyme für die Cofaktor-Regenerierung im Zuge der biokatalytischen Produktion 
chiraler Substanzen sind beispielsweise die Glucose-Dehydrogenasen (GDH) aus Bacillus subtilis und 
Bacillus megaterium (WECKBECKER ET AL., 2010). Glucose-Dehydrogenasen sind in der Lage, wahlweise 
NAD+ oder NADP+ als Cofaktor zu verwenden, das Substrat D-Glucose wird zu D-Glucono-1,5-lacton 
oxidiert. D-Glucono-1,5-lacton hydrolysiert bei neutralem pH-Wert in wässriger Lösung spontan zu 
Gluconsäure. Somit wird das ursprüngliche Produkt der enzymatischen Reaktion aus dem chemischen 
System entfernt, was die Oxidation der Glucose durch die GDH thermodynamisch begünstigt.  Darüber 
hinaus ist Glucose ein günstiges Co-Substrat und die Enzyme zeigen sehr hohe spezifische Aktivitäten 
von 200-550 U mg-1 mit NAD+ bzw. NADP+ als Cofaktor (MITAMURA ET AL., 1989, HILT ET AL., 1991, NAGAO 
ET AL., 1992; WANG ET AL., 2017). Anwendung finden GDH beispielsweise als Cofaktor-
Regenerierungssystem bei der Bildung von Actinol aus Ketoisophoron durch eine Kombination aus dem 
Enzym Old yellow enzyme (OYE) aus Saccharomyces cerevisiae und einer Levodion-Reduktase aus 
Corynebacterium aquaticum. In diesem zweistufigen Prozess wird der für jede Reduktion benötigte 
Pool an NADH durch eine GDH aus Bacillus megaterium aufgefüllt (HUMMEL UND GRÖGER, 2014). 
Weiterhin werden GDHs bei der biokatalytischen Herstellung von L-Carnitin durch eine  
L-Carnitindehydrogenase aus Pseudomonas putida IAM12014 für die Cofaktor-Regenerierung 
eingesetzt (LIN ET AL., 1999; WECKBECKER ET AL., 2010). Nachteile des Systems betreffen insbesondere die 
durch die Produktion von Gluconsäure hervorgerufenen Änderungen des pH-Werts. Weiterhin 
erfordert die Abtrennung der Gluconsäure von den Reaktionsprodukten des jeweiligen 
Produktionsenzyms aufwändige Reinigungsstrategien. 
Zusätzlich zum Einsatz günstiger Co-Substrate (z.B. Glucose), welche zu nicht genutzten Co-Produkten 
umgewandelt und abgeschieden werden, besteht die Möglichkeit der Bildung wertvoller Co-Produkte 
als Nebenprodukt im Zuge der enzymgekoppelten Cofaktor-Regenerierung. Hierfür wird 
beispielsweise das Enzym Glycerin-Dehydrogenase aus Cellulomonas sp. eingesetzt, welche bei der 
Cofaktor-Regenerierung das günstige Substrat Glycerin zu Dihydroxyaceton umsetzt. Das 
Produktionsenzym Xylose-Reduktase aus Pichia stipitis wiederum setzt Xylose zu Xylitol um (ZHANG ET 
AL., 2011). Xylitol fungiert als wichtiger Grundstoff für die Nahrungsmittelindustrie, Dihydroxyaceton 
als wertvoller Grundbaustein für chemische Synthesen (WINKELHAUSEN UND KUZMANOVA, 1998; ENDERS ET 
AL., 2005). Weitere Enzyme, welche für die Cofaktor-Regenerierung von NAD(P)H eingesetzt werden 
sind Alkoholdehydrogenasen, Hydrogenasen oder Phosphit-Dehydrogenasen. Jedoch bestehen für all 
diese Enzyme jeweils individuelle Nachteile. Diese können im Einsatz teils problematischer Co-
Substrate, einer Sauerstoffempfindlichkeit der Enzyme, geringen spezifischen Aktivitäten oder 
geringen Enzymstabilitäten bestehen (WICHMANN UND VASIČ -RACKI, 2005; WECKBECKER ET AL., 2010; WANG 
ET AL., 2017; MORDHORST UND ANDEXER, 2020).  
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Ein besonders anwendungsfreundlicher Ansatz ist die Nutzung NAD-abhängiger Formiat-
dehydrogenasen (FDH) für die Cofaktor-Regenerierung. Diese Enzyme oxidieren Formiat zu 
Kohlenstoffdioxid (CO2) und reduzieren bei dieser Reaktion NAD+ zu NADH. Dieses System zeigt eine 
Reihe deutlicher Vorteile gegenüber anderen Cofaktor-Regenerierungssystemen. Zum einen stellt 
Formiat ein sehr günstiges und kommerziell verfügbares Co-Substrat dar, welches bei ausreichender 
Konzentration von Puffersubstanzen im Reaktionsansatz unschädlich für die meisten Enzyme und 
Cofaktoren ist. Das bei der Cofaktor-Regenerierung entstehende Co-Produkt CO2 ist chemisch inert 
und kann durch Ausgasen einfach aus dem Reaktionsmedium entfernt werden, was die Reinigung der 
gewünschten Reaktionsprodukte (downstream processing) erleichtert. Darüber hinaus ist die 
Oxidation von Formiat zu CO2 unter Standardbedingungen nahezu irreversibel (WU ET AL., 2013; 
HUMMEL UND GRÖGER, 2014). Weiterhin verfügen die meisten FDH über ein breites pH-Optimum, was 
eine breite Anwendbarkeit gewährleistet (MESENTSEV ET AL., 1997; TISHKOV UND POPOV, 2006; CASTILLO ET 
AL., 2008). Bakterielle und pilzliche FDH weisen eine ausreichende Stabilität für einen Einsatz in einem 
Reaktor auf, was eine Anwendung dieser Enzyme im industriellen Maßstab ermöglicht (TISHKOV UND 
POPOV, 2006). Aufgrund ihrer hervorragenden Eignung für die enzymgekoppelte Cofaktor-
Regenerierung soll die Enzymgruppe der Formiatdehydrogenasen im Folgenden näher vorgestellt 
werden.  
1.3.  FORMIATDEHYDROGENASEN 
Formiatdehydrogenasen (FDH) katalysieren die Oxidation von Formiat zu Kohlenstoffdioxid (CO2) und 
gehören zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.17.1.9). Während der Oxidationsreaktion wird 
aus einem Molekül Formiat ein Molekül CO2 gebildet, wobei zwei Elektronen freigesetzt werden 
(Abbildung 1-4, A). Das niedrige Redoxpotential dieser Reaktion von -0,43 V führte bei einer Vielzahl 
von Mikroorganismen zu einer Kopplung der Formiatoxidation an die Reduktion terminaler 
Elektronenakzeptoren, z.B. NAD(P)+, Ubichinon oder Ferredoxin, um so Energie und 
Reduktionsäquivalente zu gewinnen (THAUER, 1972; FERRY, 1990; HILLE ET AL., 2014; HARTMANN ET AL., 
2015; MAIA ET AL., 2017). Weiterhin sind FDH in unterschiedlichem Maße in der Lage, die Rückreaktion 
(Reduktion von CO2 zu Formiat) zu katalysieren (Abbildung 1-4, B).    
A:     HCOO -  ⟶  CO2  + H+  + 2e -              B:     CO2  + H+  + 2e -  ⟶  HCOO -  
ABBILDUNG 1-4: FDH-KATALYSIERTE REAKTIONEN. A: OXIDATION VON FORMIAT. B: REDUKTION VON CO2.  
Die Enzymgruppe der FDH weisen eine große Vielfalt bezüglich ihres molekularen Aufbaus, was 
insbesondere im kommenden Kapitel für metallabhängige FDH besprochen wird, und ihrer 
metabolischen Funktion auf (MAIA ET AL., 2017; NIELSEN ET AL., 2019). Da die Oxidation von Formiat zu 
CO2 sowie die Reduktion von CO2 zu Formiat für viele Organismen überlebensnotwendig ist, existiert 
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eine enorm hohe Zahl verschiedener Formiatdehydrogenasen in allen Domänen des Lebens. Aufgrund 
ihres Metallgehalts und der Art der Reaktion im aktiven Zentrum unterscheidet man zwischen 
metallhaltigen und nicht-metallhaltigen Formiatdehydrogenasen. Metallhaltige FDH werden 
wiederum in weitere und oftmals uneinheitliche Subgruppen eingeteilt werden (MAIA ET AL., 2017). Die 
Gruppe der nicht-metallabhängigen Formiatdehydrogenasen umfasst hingegen ausschließlich die 
NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen, welche detailliert in Punkt 1.3.2. eingehend beschrieben 
werden. 
 
Metallabhängige FDH werden als eine Subfamilie der DMSO-Reduktasen zusammengefasst, jedoch 
existiert bislang keine weitere einheitliche Subklassifizierung für diese Enzyme (HILLE ET AL., 2014; 
NIELSEN ET AL., 2019). Es handelt sich um eine heterogene Gruppe teils sehr komplex aufgebauter 
Enzyme mit hoher struktureller Diversität, welche Wolfram oder Molybdän in ihrem aktiven Zentrum 
inkorporieren und ausschließlich in Bakterien und Archaeen vorkommen. Die Enzyme nehmen 
unterschiedliche physiologische Rollen ein. Sie wirken unter anderem als CO2-Reduktasen im Wood-
Ljungdahl-Zyklus acetogener Mikroorganismen oder als katabole Enzyme beim Abbau von Methanol 
in methanogenen Archaeen und methylotrophen Bakterien (CHISTOSERDOVA ET AL., 2007; RAGSDALE UND 
PIERCE, 2008; HARTMANN ET AL., 2015; NIELSEN ET AL., 2019). Weiterhin sind metallabhängige FDH an der 
anaeroben Nitratatmung in E. coli beteiligt, bei welcher die Oxidation von Formiat an die Reduktion 
von Nitrat gekoppelt ist (STEWART, 1988; ABAIBOU ET AL., 1995; JORMAKKA ET AL., 2002). 
STRUKTUR UND EIGENSCHAFTEN METALLABHÄNGIGER FDH 
Metallabhängige Formiatdehydrogenasen weisen mit bis zu 760 U mg-1 für die Oxidation von Formiat 
deutlich höhere spezifischen Aktivitäten als metallfreie, NAD-abhängige FDH auf (GODFREY ET AL., 1987; 
REDA ET AL., 2008; HARTMANN UND LEIMKÜHLER, 2013). Einige metallabhängige FDH sind in einem 
beträchtlichen Maße dazu in der Lage, CO2 zu Formiat zu reduzieren. Isolierte Enzymvarianten aus 
Moorella thermoacetica, Clostridium pasteurianum und Clostridium carboxidivorans zeigten für diese 
Reaktion hohe Reduktionsraten (THAUER, 1972; SCHERER UND THAUER, 1978; ALISSANDRATOS ET AL., 2013). 
Metallhaltige FDH können als Monomere, Heterodimere oder komplex aufgebaute Heterotetramere 
auftreten und weisen Molekulargewichte von 80 bis 600 kDa auf (RAAIJMAKERS UND ROMÃO, 2006). Die 
hohe strukturelle Diversität ist unter anderem auf die Nutzung verschiedener Elektronenakzeptoren 
wie Ubichinon, NAD(P) oder Ferredoxin, die physiologische Rolle im Metabolismus sowie die 
subzelluläre Lokalisation der Enzyme zurückzuführen. Es existieren freie zytoplasmatische, 
periplasmatische sowie membrangebundene Enzymvarianten metallabhängiger FDH (FERRY, 1990; 
HARTMANN ET AL., 2015; MAIA ET AL., 2017). Wolfram- oder Molybdänionen werden für die Funktionalität 
der Enzyme mittels Molybdopterin-Molekülen im Zentrum des Enzyms koordiniert gebunden. 
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Weiterhin werden häufig zusätzliche Liganden wie Häm-Moleküle und Eisen-Schwefel-Zentren oder 
der Einbau der nichtkanonischen Aminosäure Selenocystein für die Enzymaktivität benötigt. Ein 
gemeinsames Merkmal dieser stark heterogenen Gruppe stellen strukturell ähnliche Alpha-
Untereinheiten dar (MOURA ET AL., 2004; MOTA ET AL., 2011). Diese weisen typischerweise ein 
Molekulargewicht von 80 bis 96 kDa auf und beinhalten das aktive Zentrum des Enzyms. Am Beispiel 
metallabhängiger FDH aus E. coli wird die Diversität dieser Enzymgruppe deutlich. E. coli bildet unter 
anaeroben Bedingungen sowohl eine monomere, zytoplasmatisch vorliegende FDH mit Molybdän- 
und Eisen-Schwefel-Zentrum (FDH-H) als auch eine weitere, deutlich komplexer aufgebaute, 
heterotrimerisch vorliegende und membrangebundene wolframhaltige FDH (FDH-N) (Abbildung 1-5; 
BOYINGTON ET AL., 1997; JORMAKKA ET AL., 2002). Beide Enzyme katalysieren bevorzugt die Oxidation von 
Formiat zu CO2. Die FDH-H ist Teil des Formiat-Lyase-Komplexes in E. coli, FDH-N ist als 
Elektronendonator an der anaeroben Nitratreduktion beteiligt. Diese beiden Enzyme sind neben der 
FDH aus Desulfovibrio gigas die einzigen metallabhängigen FDH, deren Strukturen bislang 








ABBILDUNG 1-5: KRISTALLSTRUKTUREN METALLABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN. A: FDH-H AUS E. COLI 
(ZYTOPLASMATISCH VORLIEGEND, OXIDIERT, MONOMER, PDB-ID: 1FDO). B: FDH-N AUS E. COLI (MEMBRANGEBUNDEN 
VORLIEGEND, HETEROTRIMER, PDB-ID: 1KQF). DIE MOLYBDOPTERIN-RESTE SIND BLAU, DAS METALLION PINK, EISEN-SCHWEFEL-
CLUSTER GELB UND HÄM-MOLEKÜLE GRÜN DARGESTELLT. 
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Zumeist weisen metallabhängige FDH eine starke Empfindlichkeit gegenüber Sauerstoff auf. Der 
Mechanismus hinter dieser Sensitivität ist bislang nicht vollständig aufgeklärt (BASSEGODA ET AL., 2014; 
NIELSEN ET AL., 2019). Vermutlich spielt die Oxidation von Eisen-Schwefel-Clustern, katalytischen 
Metallionen sowie von metallkoordinierenden Aminosäureresten eine Rolle. Insbesondere FDH mit 
Wolfram als Metallion, welches zumeist durch Selenocystein koordiniert wird, weisen eine starke 
Sauerstoffempfindlichkeit auf. Jedoch finden sich auch einige wenige sauerstofftolerante Ausnahmen, 
wie beispielsweise die wolframenthaltende FDH aus Methylobacterium extorquens (LAUKEL ET AL., 
2003). Weitere Ausnahmen sind die bedingt sauerstofftoleranten FDH-Varianten aus Rhodobacter 
capsulatus und Cupriavidus necator, welche CO2 in Anwesenheit von Luftsauerstoff reduzieren können 
(HARTMANN UND LEIMKÜHLER, 2013; YU ET AL., 2017). Jedoch liegen die Umsatzraten dieser Enzyme 
deutlich unter denen der stark sauerstoffempfindlichen Varianten.  
REAKTIONSMECHANISMUS 
Die Oxidation von Formiat zu CO2 findet in einem komplexen, mehrstufigen Vorgang statt und wurde 
intensiv an der FDH-H aus E. coli untersucht (BOYINGTON ET AL., 1997; JORMAKKA ET AL., 2002; MOTA ET AL., 
2011; CERQUEIRA ET AL., 2013; CERQUEIRA ET AL., 2015). Eine zentrale Rolle in diesem Vorgang spielen ein 
an das Molybdän-Zentrum gebundenes Schwefel-Atom sowie die Selenol-Gruppe des Selenocysteins. 
Nach der Bindung des Formiatmoleküls an das Molybdän-Ion fungiert Selenocystein als 
Protonenakzeptor. Nach mehreren Umlagerungsreaktionen („selenium sulfur shift“) werden CO2 
sowie zwei Elektronen freigesetzt, welche über Eisen-Schwefel-Cluster auf einen Elektronenakzeptor 
übertragen werden. Als Elektronenakzeptoren metallabhängiger FDH können Cytochrome, 
Ferredoxine, Coenzym F420 oder auch NAD(P)+ dienen (BOYINGTON ET AL., 1997; JORMAKKA ET AL., 2002; 
HILLE ET AL., 2014).  
Der prinzipielle Mechanismus der Reduktion von CO2 zu Formiat durch metallabhängige FDH läuft 
nahezu vollständig umgekehrt zu der Oxidation von Formiat ab. Hierbei kommt einem Schwefelatom, 
welches am Molybdän-Cofaktor gebunden vorliegt, eine wichtige Rolle zu. Von dem jeweiligen 
Reduktionsmittel freigesetzte Elektronen werden über Eisen-Schwefel-Gruppen zu dem aktiven 
Zentrum des Enzyms geleitet und reduzieren die Metallo-Schwefelgruppe. Diese reduzierte Gruppe 
fungiert als Hydrid-Donor für die Reduktion von CO2 zu Formiat. Das Vorhandensein von Eisen-
Schwefel-Clustern ermöglicht eine Elektronenleitung über lange Distanzen. So wurde beispielsweise 
für die zytoplasmatische FDH-N aus E. coli eine Leitung über mehr als 90 Å beobachtet (JORMAKKA ET 
AL., 2003). Diese Art der Elektronenleitung schafft die Voraussetzung für die Bildung von 
Enzymkomplexen, welche neben einer Formiatdehydrogenase weitere katalytische Komponenten 
aufweisen. 
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POTENTIELLE ANWENDUNG VON METALLABHÄNGIGEN FDH 
Metallabhängige FDH sind aufgrund ihrer hohen enzymatischen Aktivitäten von prinzipiellem Interesse 
für die industrielle Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem (REDA ET AL., 2008; MAIA ET AL.2017). 
Darüber hinaus zeigen insbesondere Enzymkomplexe, welche eine metallabhängige 
Formiatdehydrogenase mit einer Hydrogenase kombinieren, hohe Umsatzraten bei der Reduktion von 
CO2 (KEARNY UND SAGERS, 1972; WANG ET AL., 2013). Dies macht diese Gruppe von Enzymen für eine 
industrielle Anwendung hinsichtlich Wasserstoffspeicherung und der Abbindung von CO2 als 
Maßnahme gegen den fortschreitenden Klimawandel interessant (REDA ET AL., 2008; MAIA ET AL.2017). 
Insbesondere der Hydrogenase-FDH-Komplex aus Acetobacterium woodii zeigte diesbezüglich großes 
Potential (SCHUCHMANN UND MÜLLER, 2013). Die Umsatzraten für die Reduktion von CO2 zu Formiat lagen 
mit 101 600 h-1 ungefähr 1500-fach höher als die einer chemischen Katalyse (ca. 70 h-1), was das 
enorme Potential für eine industrielle Nutzung offenbart (SHI ET AL., 2015). Jedoch ist der 
Enzymkomplex unter anderem aufgrund einer [FeFe]-Hydrogenase, der Eisen-Schwefel-Cluster sowie 
der molybdänhaltigen Formiatdehydrogenase extrem sauerstoffempfindlich, was eine industrielle 
Anwendbarkeit enorm erschwert.  
Die Sauerstoffempfindlichkeit metallabhängiger FDH stellt ein großes Hindernis für deren industrielle 
Anwendung dar. Dies betrifft insbesondere die Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem, da die 
Produktionsvorgänge zumeist unter aeroben Bedingungen ablaufen. Viele FDH verwenden weiterhin 
andere Cofaktoren als Nicotinamidadenindinukleotide als Elektronencarrier, was eine Anwendung für 
die Regenerierung von NADH oder NADPH ausschließt. Weitere Limitierungen für die 
biotechnologische Anwendung finden sich in der komplexen, heteromeren Struktur der Enzyme. So ist 
die heterologe Produktion der metallenthaltenden Komponenten sehr aufwändig. Darüber hinaus 
weisen metallabhängige FDH häufig unzureichende Prozess- und Langzeitstabilitäten auf (IHARA ET AL., 
2015; MAIA ET AL., 2017). Aufgrund all dieser Limitierungen sind die einfach aufgebauten, metallfreien 
und sauerstofftoleranten NAD-abhängigen FDH deutlich besser für die Regenerierung von Cofaktoren 
geeignet.   
 
Die Gruppe der nicht-metallabhängigen FDH umfasst ausschließlich die NAD-abhängigen 
Formiatdehydrogenasen. Diese Enzyme gehören zu der Familie der D-spezifischen  
2-Hydroxysäuredehydrogenasen (VINALS ET AL., 1993). NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen 
katalysieren nahezu ausschließlich die Oxidation von Formiat zu CO2, bei dieser Reaktion wird NAD+ 
oder NADP+ als Cofaktor verwendet und reduziert. NAD-abhängige FDH wurden bislang in Bakterien, 
höheren Pflanzen und Hefen nachgewiesen. Besonders häufig werden diese Enzyme in 
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methylotrophen Hefen gebildet. In Bakterien sind diese weniger stark verbreitet, denn formiat-
oxidierende Enzyme kommen in dieser Domäne häufiger in Form von metallabhängigen FDH oder als 
Teil des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex vor (KHANGULOV, ET AL., 1998; TISHKOV UND POPOV, 2004). In 
Pflanzen wurden NAD-abhängige FDH unter anderem in Pisum sativum, Phaseolus vulgaris und 
Arabidopsis thaliana nachgewiesen (PEACOCK UND BOULTER, 1970; OHYAMA UND YAMAZAKI, 1975; ALEKSEEVA 
ET AL., 2011). Zu den ersten detailliert beschriebenen NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen zählen 
die FDH aus den methylotrophen Hefen Candida boidinii und Candida methylica (SCHÜTTE ET AL., 1976; 
VAN DIJKEN ET AL., 1976; AVILOVA ET AL., 1985). Im Laufe der Jahre wurde eine Vielzahl von NAD-
abhängigen Formiatdehydrogenasen aus unterschiedlichen Organismen identifiziert, heterolog 
produziert und charakterisiert (SCHÜTTE ET AL., 1976; ASANO ET AL., 1988; IIDA ET AL., 1992; TISHKOV ET AL., 
1993; GALKIN ET AL., 1995; NANBA ET AL., 2003a,b; SHABALIN ET AL., 2009; DING ET AL., 2011; FOGAL ET AL., 2015; 
ALTAŞ ET AL., 2017). 
PHYSIOLOGISCHE FUNKTION 
Die ursprüngliche physiologische Funktion NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen unterscheidet 
sich je nach Herkunftsorganismus. In Pflanzen werden NAD-abhängige FDH vermutlich hauptsächlich 
als Reaktion auf abiotischen und biotischen Stress gebildet (TISHKOV UND POPOV, 2006; ALEKSEEVA ET AL., 
2011). So wurde in verschiedenen Geweben eine starke Akkumulation von FDH innerhalb der 
Mitochondrien festgestellt, wenn Pflanzen Stressbedingungen wie niedrigen Temperaturen, 
Trockenheit oder ultravioletter Strahlung ausgesetzt wurden (FRANCS-SMALL ET AL., 1993; SUZUKI ET AL., 
1998). In diesem Zusammenhang scheinen NAD-abhängige FDH für den Abbau des während der 
Stressreaktion gebildeten Formiats verantwortlich zu sein (AMBARD-BRETTEVILLE ET AL., 2003; ALEKSEEVA 
ET AL., 2011). 
In methylotrophen Hefen, in welchen die Enzyme besonders häufig vorkommen, katalysieren NAD-
abhängige Formiatdehydrogenasen die Oxidation von Formiat zu CO2, was die terminale 
Oxidationsreaktion des Methanol-Abbaus darstellt (FELBER, 2001; SCHROER ET AL., 2010). In C. boidinii 
und P. pastoris wird Methanol zunächst durch eine Methanoloxidase zu Acetaldehyd oxidiert, welches 
wiederum durch eine Formaldehyddehydrogenase unter Beteiligung von Glutathion zu Formiat 
umgesetzt wird. Die FDH katalysiert die terminale Reaktion unter Bildung von Reduktionsäquivalenten, 
was Energie für das Zellwachstum bereitstellt. Darüber hinaus wird davon ausgegangen, dass der 
Abbau von Formiat ebenfalls dazu dient, eine für die Zelle toxische Akkumulation von Formiat zu 
verhindern (RODIONOV UND ZAKHAROVA, 1980). Im Gegensatz zu methylotrophen Hefen wird in 
methylotrophen Bakterien die terminale Oxidation von Formiat zu CO2 zumeist durch metallabhängige 
FDH katalysiert (CHISTOSERDOVA ET AL., 2004; CHISTOSERDOVA ET AL., 2007; MAIA ET AL., 2015). Bislang 
wurden noch keine detaillierten Untersuchungen zu der Funktion metallfreier, NAD-abhängiger FDH 
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in Bakterien publiziert. Jedoch wird vermutet, dass die Enzyme zum einen, ähnlich wie bei Pflanzen, in 
Folge von zellulärem Stress gebildet werden und zum anderen zur Energiegewinnung durch die Bildung 
von Reduktionsäquivalenten beitragen (TISHKOV UND POPOV, 2004; POMETUN ET AL., 2020). 
STRUKTUR UND EIGENSCHAFTEN NAD-ABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN 
NAD-abhängige FDH weisen einen sehr einfachen Aufbau und ein Molekulargewicht von 38 bis 42 kDa 
je Monomer auf und liegen als Homodimere vor. Die Kettenlänge beträgt 350 bis 400 Aminosäuren 
und im Gegensatz zu metallabhängigen FDH inkorporieren diese Enzyme keine Metallionen, Eisen-
Schwefel-Cluster oder andere prosthetische Gruppen (TISHKOV UND POPOV, 2004; MAIA ET AL., 2017; 
NIELSEN ET AL., 2019). Jedes FDH-Monomer weist eine Cofaktor-Bindedomäne im klassischen Rossmann-
Faltungsmuster sowie eine katalytische Domäne auf (TISHKOV UND POPOV, 2004; SHABALIN ET AL., 2009). 
Das aktive Zentrum der katalytischen Domäne weist bei allen bislang untersuchten NAD-abhängigen 
Formiatdehydrogenasen eine vergleichbare strukturelle Organisation auf. Aufgrund dessen zeigen alle 
bislang bekannten NAD-abhängigen FDH einen vergleichbaren katalytischen Mechanismus, welcher 
detailliert am Beispiel der FDH aus Pseudomonas sp. 101 beschrieben wurde (POPOV UND LAMZIN, 1994; 
TISHKOV UND POPOV, 2004; CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET AL., 2012). Das aktive Zentrum NAD-abhängiger 
FDH befindet sich im Inneren des Enzyms, Cofaktor und Substrat gelangen über einen Substratkanal 
mit zwei Öffnungen in diesen Bereich. Eine detaillierte Betrachtung des Bindemechanismus von 
Cofaktor und Substrat erfolgt in einem der folgenden Kapitel. 
Basierend auf ihrer Aminosäuresequenz können NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen in zwei 
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Eine Gruppe beinhaltet die Enzyme aus Bakterien und 
Pflanzen, die zweite Gruppe beinhaltet FDH aus Hefen und Pilzen. Vergleiche der 
Aminosäuresequenzen zeigen, dass die Sequenzhomologien auf Aminosäureebene innerhalb der 
Gruppen bei rund 80 bis 90 % und zwischen den Gruppen bei 50 bis 60 % liegen. Dies führt zu einer 
starken strukturellen Konservierung der Enzyme, welche bei einem Vergleich von Kristallstrukturen der 
FDH deutlich wird (Abbildung 1-6, TISHKOV UND POPOV, 2004). Bislang wurden Strukturen von 
verschiedenen NAD-abhängigen FDH aufgelöst, unter anderem aus Candida boidinii, Pseudomonas sp. 
101, Moraxella sp., Arabidopsis thaliana und Thiobacillus sp. KNK65MA (LAMZIN ET AL., 1994; SHABALIN 
ET AL., 2009; CHOE ET AL., 2015; GUO ET AL., 2016). Strukturelle Unterschiede beschränken sich im 
Wesentlichen auf flexible Loop-Regionen, das Vorhandensein von Signalpeptiden bei pflanzlichen 
Vertretern der NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen sowie einen verlängerten N-terminalen 
Bereich bei bakteriellen FDH.  
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ABBILDUNG 1-6: SUPERPOSITIONIERUNG VERSCHIEDENER NAD-ABHÄNGIGER FDH. GRAU: FDH AUS A. THALIANA, TÜRKIS: FDH 
AUS C. BOIDINII, ROT: FDH AUS MORAXELLA SP., GRÜN: FDH AUS PSEUDOMONAS SP. 101, BLAU: FDH AUS THIOBACILLUS SP. 
KNK65MA.  
 
Vergleicht man FDH aus Hefen mit bakteriellen FDH, fallen zusätzliche Strukturen am N-Terminus der 
bakteriellen Varianten auf (Abbildung 1-7). Dieser verlängerte N-terminale Bereich besitzt kaum 
Sekundärstrukturen, ist jedoch reich an Prolin-Resten und weist somit eine gewisse Rigidität auf. 
Interaktionen dieses Bereichs mit anderen Enzymbereichen werden für eine erhöhte intrinsische 
Stabilität der Monomere bakterieller NAD-abhängiger FDH verantwortlich gemacht, was für eine 
erhöhte Thermostabilität dieser Enzyme sorgt (TISHKOV UND POPOV, 2004). Deletionen von Interaktionen 
in diesem Bereich führten bei der FDH aus Pseudomonas sp. 101 zu einer deutlichen Absenkung der 
Thermostabilität (FEDORCHUK ET AL., 2002). Das Vorhandensein des verlängerten N-terminalen Bereichs 
sorgt bedingt eine durchschnittlich deutlich höhere Kettenlänge bakterieller FDH, verglichen mit 
Vertretern aus methylotrophen Hefen. 
Als Folge der hohen Sequenzhomologie weisen NAD-abhängige FDH eine Reihe von gemeinsamen 
Eigenschaften auf. Alle FDH zeigen eine strikte Substratspezifität und setzen nahezu ausschließlich 
Formiat (HCOO-) um. Unterschiede treten lediglich bezüglich des Strukturanalogons Thioformiat 
(HCSO-) auf. Thioformiat wird von manchen Enzymvarianten umgesetzt, während es beispielsweise für 
die FDH aus Pseudomonas sp. 101 als Inhibitor fungiert (MESENTSEV ET AL., 1996). Weiterhin weisen die 
Enzyme ein breites pH-Optimum (zumeist zwischen pH 6,0 und 9,0) für die Oxidation von Formiat auf 
(TISHKOV UND POPOV, 2006). 





ABBILDUNG 1-7: KRISTALLSTRUKTUREN NAD-ABHÄNGIGER FDH (HOMODIMER). A: KRISTALLSTRUKTUR DER CBFDH 
(HOMODIMER). DER N-TERMINUS JEDES MONOMERS IST ORANGE DARGESTELLT (PDB-ID: 5DN9). B: KRISTALLSTRUKTUR DER 
PSEFDH (HOMODIMER). DER VERLÄNGERTE N-TERMINUS JEDES MONOMERS IST BLAU DARGESTELLT (PDB-ID: 2NAD).  
 
Alle bislang isolierten und charakterisierten NAD-abhängigen FDH stammen aus mesophilen 
Organismen, jedoch unterscheiden sich die thermischen Stabilitäten der einzelnen Enzyme mitunter 
deutlich voneinander. Die Tm-Werte, sprich die Temperaturen bei welcher noch 50 % Restaktivität nach 
einer Hitzebehandlung vorhanden ist, liegen für diese zwischen 45 und 65 °C. Bakterielle Enzyme 
weisen im Allgemeinen eine höhere Stabilität als Varianten aus Hefen oder Pflanzen auf (LABROU UND 
RIGDEN, 2001; TISHKOV UND POPOV, 2006). Im Gegensatz zu metallenthaltenden FDH sind NAD-abhängige 
FDH zumeist sauerstofftolerant und können gut heterolog in E. coli produziert werden (CHOE ET AL., 
2014). NAD-abhängige FDH zeigen teils deutlich geringere spezifische Aktivitäten für die Oxidation von 
Formiat als metallabhängige Enzyme. Die kinetischen Parameter NAD-abhängiger FDH sollen im 
folgenden Kapitel näher beleuchtet werden. 
KINETISCHE PARAMETER UND COFAKTORSPEZIFITÄT NAD-ABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN 
Die von FDH katalysierte Oxidation von Formiat zu CO2 stellt die einfachste Dehydrierung einer 
Carbonylverbindung dar und die spezifischen Aktivitäten NAD-abhängiger FDH für die Katalyse dieser 
Reaktion variieren zwischen 0,5 bis 10 U mg-1. Teilweise sind Unterschiede in der Aktivität an einen 
gemeinsamen evolutionären Ursprung geknüpft. FDH bakteriellen Ursprungs zeigen beispielsweise 
eine durchschnittlich 1,7-fach höhere spezifische Aktivität als FDH aus methylotrophen Hefen. So weist 
EINLEITUNG  20 
die FDH aus der Hefe Candida boidinii (CbFDH) bei Raumtemperatur eine maximale spezifische 
Aktivität von rund 6 U mg-1 auf, die bakteriellen FDH aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH), Ancylobacter 
aquaticus (AaFDH) und Moraxella sp. C2, hingegen Aktivitäten von rund 10 U mg-1 (TISHKOV ET AL., 1991; 
SLUSARCZYK ET AL., 2000; NANBA ET AL., 2003a; TISHKOV UND POPOV, 2004). Tabelle 1-1 listet die bislang 
bekannten NAD-abhängigen FDH mit den höchsten beschriebenen Aktivitäten auf. Bislang ist keine 
NAD-abhängige FDH mit spezifischen Aktivitäten von deutlich über 10 U mg-1 bei Raumtemperatur 
beschrieben worden. 
TABELLE 1-1: MAXIMALE SPEZIFISCHE AKTIVITÄTEN BISLANG BESCHRIEBENER NAD-ABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN. 
Ursprungsorganismus Spezifische Aktivität mit 
NAD+ (U mg-1) 
Referenz 
Candida boidinii 6,0 SLUSARCZYK ET AL., 2000 
Pseudomonas sp. 101 10 TISHKOV ET AL., 1993 
Moraxella sp. C2 10 TISHKOV UND POPOV, 2004 
Mycobacterium vaccae 10 GALKIN ET AL., 1995 
Ancylobacter aquaticus 10 NANBA ET AL., 2003a 
Paracoccus sp. 12-A 8,3 SHINODA ET AL., 2002 
Thiobacillus sp. KNK65MA 7,5 NANBA ET AL., 2003b 
Bacillus sp. F1 6,0 DING ET AL., 2011 
 
Die molekularen Ursachen für diese Unterschiede sind bislang nicht hinreichend aufgeklärt. Daher 
konnten mittels Enzyme-Engineering auch kaum erfolgreiche Steigerungen der Enzymaktivität erzielt 
werden. Bislang wurde lediglich eine CbFDH-Mutante beschrieben, für welche die Aktivität von 6,0 auf 
9,1 U mg-1 gesteigert werden konnte (FELBER, 2001; SLUSARCYK ET AL., 2003). Jedoch ging die verbesserte 
Aktivität mit der Verdopplung der Km-Werte für Substrat und Cofaktor einher. Das lückenhafte Wissen 
über aktivitätsbestimmende Determinanten NAD-abhängiger FDH erlaubt lediglich die Mutagenese 
mittels gerichteter Evolution, was im Falle der CbFDH einen enormen Selektionsaufwand durch das 
Screening von 200000 Klonen zur Folge hatte. Weitere Versuche, die Aktivität anderer Enzymvarianten 
mittels Protein-Engineering zu verbessern wurden nach aktuellem Stand nicht unternommen. 
NAD-abhängige FDH zeigen spezifische Aktivitäten, welche teils mehr als 70-fach niedriger sind als die 
sauerstoffempfindlicher, metallabhängiger FDH (ENOCH UND LESTER, 1975; GODFREY ET AL., 1987; 
HARTMANN UND LEIMKÜHLER, 2013; NIELSEN ET AL., 2019). Im Gegensatz zu manchen metallabhängigen 
Varianten weisen NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen eine klare Bevorzugung der Oxidation von 
Formiat gegenüber der Rückreaktion (Reduktion von CO2 zu Formiat) auf. Die Rückreaktion findet 
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lediglich in einem Verhältnis von rund 1 zu 5000 statt (SCHÜTTE ET AL., 1976; CHOE ET AL., 2014). Eine 
Reduktion von CO2 zu Formiat, unterliegt thermodynamischen Limitierungen, da das 
Reduktionspotential des Cofaktor-Paars NAD(P)+/NAD(P)H mit E0' = -320 mV unter physiologischen 
Bedingungen deutlich positiver als das von CO2/HCOO- mit E0' = -420 mV ist (REDA ET AL., 2008; THAUER, 
1972). 
Alle bekannten NAD-abhängigen FDH weisen vergleichbare Bindungsaffinitäten für Formiat und NAD+ 
auf. Die Km-Werte liegen für das nur schwach gebundene Substrat zwischen 3 - 10 mmol L-1 und für 
den Cofaktor NAD+ zwischen 35 - 90 µmol L-1 (TISHKOV UND POPOV, 2004; SHABALIN ET AL., 2009). Der 
Großteil aller bekannten FDH zeigt eine eindeutige Cofaktorspezifität gegenüber NAD+. Nur einige 
wenige NADP-abhängige Formiatdehydrogenasen sind bekannt (HATRONGJIT UND PACKDIBAMRUNG, 2010; 
FOGAL ET AL., 2015; ALPDAĞTAŞ ET AL., 2018). Bislang wurde lediglich eine Enzymvariante aus Granulicella 
mallensis beschrieben, welche eine doppelte Cofaktorspezifität gegenüber NAD+ und NADP+ aufweist.  
Eine Verfügbarkeit NADP-abhängiger Formiatdehydrogenasen wäre von großem Interesse für die 
Cofaktor-Regenerierung. Jedoch weisen diese Enzyme teils deutlich niedrigere Umsatzraten als das 
Standardenzym aus C. boidinii (CbFDH) auf und sind daher nur schlecht für eine Anwendung geeignet.   
Durch gezielte Mutagenese konnte für einige Enzymvarianten erfolgreich eine Umkehr der 
Cofaktorspezifität einiger NAD-abhängiger Enzyme hin zu NADP+ erreicht werden (ANDREADELI ET AL., 
2008; WU ET AL., 2009). Jedoch wiesen die resultierenden Enzymvarianten der CbFDH häufig geringe 
spezifische Aktivitäten von unter 1 U mg-1 auf. In einer aktuellen Studie konnte beispielsweise die 
Cofaktorspezifität der FDH aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) erfolgreich verändert werden, wofür 
sowohl Methoden des rationalen Designs als auch der gerichteten Evolution angewendet wurden. Der 
Austausch von fünf Aminosäuren resultierte in einer Erhöhung des kcat der PseFDH mit NADP+ auf rund 
60 % der ursprünglichen Aktivität unter Nutzung von NAD+ (CALZADIAZ-RAMIREZ ET AL., 2020). Dies 
entspricht in etwa der spezifischen Aktivität des Standardenzyms CbFDH mit NAD+ als Cofaktor. Die 
Studie zeigt deutlich das Potential des Enzyme Engineering für die Veränderung der Cofaktorspezifität 
NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen. 
Grundlage für die Durchführung derartiger Mutagenesen ist eine genaue Kenntnis des 
Reaktionsmechanismus der Enzyme. Voraussetzung für derartige Studien ist wiederum das 
Vorhandensein ausreichend aufgelöster Kristallstrukturen der Proteine. Dank zahlreicher Studien 
konnte der Reaktionsmechanismus von FDH erfolgreich und sehr detailliert aufgeklärt werden. Für ein 
vertieftes Verständnis der molekularen Grundlagen der Oxidationsreaktion soll der 
Reaktionsmechanismus NAD-abhängiger FDH im folgenden Kapitel vorgestellt werden.  
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REAKTIONSMECHANISMUS NAD-ABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN 
Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurde der Reaktionsmechanismus NAD-abhängiger 
Formiatdehydrogenasen bereits mehrfach beschrieben (PEACOCK UND BOULTER, 1970; BLANCHARD UND 
CLELAND, 1980; LAMZIN ET AL., 1994; TORRES ET AL., 1999; CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET AL., 2012). Diese 
Studien beruhen zum Teil auf Röntgenkristallanalysen als auch auf in silico-QM/MM-Analysen. Eine 
besonders detaillierte Beschreibung erfuhr der Mechanismus der NAD-abhängigen FDH aus 
Pseudomonas sp. 101, welcher stellvertretend für alle NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen 
stehen kann (LAMZIN ET AL., 1994; TISHKOV ET AL., 1996; TISHKOV UND POPOV, 2004; CASTILLO ET AL., 2008; 
NILOV ET AL., 2012). Dies liegt darin begründet, dass alle an der Reaktion beteiligten Aminosäuren 
sowohl für eukaryotische als auch bakterielle FDH konserviert vorliegen (LAMZIN ET AL., 1994; LABROU 
UND RIGDEN, 2001). Der Reaktionsmechanismus kann in drei aufeinanderfolgende Teilschritte unterteilt 
werden: das Binden des Substrats Formiat im aktiven Zentrum, das Binden des Cofaktors NAD+ und 
den in der Reduktion des Cofaktors resultierenden Hydridtransfer.  
BINDUNG DES FORMIAT-MOLEKÜLS 
Formiat gelangt über Diffusionskräfte sowie elektrostatische Interaktionen mit den unter 
physiologischen Bedingungen positiv geladenen Aminosäuren Lys286 und Arg284 in die räumliche 
Nähe des aktiven Zentrums des Enzyms. In diesem Zusammenhang wirkt Arg284 wie eine Art Anker, 
welcher das Substrat bindet und durch eine 180°-Rotation seiner Seitenkette in das aktive Zentrum 
überführt (NILOV ET AL., 2012). Im aktiven Zentrum erfolgt die produktive Bindung des Formiat-Moleküls 
mittels elektrostatischer Interaktionen mit einigen stark konserviert vorliegenden und für die 
Enzymfunktion essentiellen Aminosäuren. Für die FDH aus Pseudomonas sp. 101 stellen Arg284, 
Ile122, Asn146 und His332 die wichtigsten Reste für die Bindung des Substratmoleküls dar (TORRES ET 
AL., 1999; CASTILLO ET AL., 2008). Mittels Wasserstoffbrückenbindungen unterstützen diese Reste die 
korrekte katalytische Konformation im aktiven Zentrum und sind weiterhin in der Polarisierung der 
Carbonylgruppe des Substrats am Sauerstoffatom O1 involviert (Abbildung 1-8).  
In diesem Zusammenhang nimmt Arg284, welches bereits direkt in der Bindung von Formiat beteiligt 
ist, eine besonders wichtige Rolle ein (LAMZIN ET AL., 1994; TORRES ET AL., 1999; GALKIN ET AL., 2002). Das 
Substrat wird durch zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem O1-Atom des Substrats und der 
Seitenkette von Arg284 in der korrekten Position gehalten. Diese Ausrichtung des Substrats im aktiven 
Zentrum ist von entscheidender Bedeutung und verhindert unerwünschte Nebenreaktionen. Neben 
der Oxidation von Formiat unter Reduktion von NAD+ besteht weiterhin die Möglichkeit einer 
unerwünschten Esterbildung mittels nukleophiler Addition der Sauerstoffatome des Formiats am C4-
Atom des Pyridinrings des Cofaktors (SCHIØTT ET AL., 1998; TORRES ET AL., 1999; CASTILLO ET AL., 2008). In 
einer Gasphasenreaktion konnte gezeigt werden, dass diese Esterbildung die bevorzugte Reaktion 
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zwischen Substrat und Cofaktor darstellt. Daher muss die für den korrekten Hydridtransfer produktive 
Orientierung durch die Aminosäuren des aktiven Zentrums (Arg284 und Asn146) dauerhaft 
gewährleistet sein. Die Bedeutung von Arg284 für die katalytische Funktion der FDH wird in der 
absoluten Konservierung dieser Aminosäure in allen NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen 
deutlich. Aminosäureaustäusche an dieser Position führten zu einer dramatisch reduzierten 
Enzymaktivität sowie einem starken Absinken der Bindungsaffinität des Enzyms gegenüber Formiat 




ABBILDUNG 1-8: AKTIVES ZENTRUM DER PSEFDH. DIE UNTERBROCHENEN LINIEN SYMBOLISIEREN INTERAKTIONEN ZWISCHEN 
AMINOSÄUREN UND COFAKTOR BZW. SUBSTRAT (BLAU UNTERLEGT). GRÜN: AMINOSÄUREN, WELCHE MIT DEM COFAKTOR 
INTERAGIEREN. HELLBRAUN: AMINOSÄUREN, WELCHE MIT DEM SUBSTRAT INTERAGIEREN. HT: ORT DES HYDRIDTRANSFER (ROT 
UNTERLEGT). (VERÄNDERT NACH: CASTILLO ET AL., 2008)   
 
Die beiden Aminosäuren Gln313 und His332 sind ebenfalls essentiell für die Enzymaktivität, da sie 
gleichermaßen in der Bindung von Cofaktor und Substrat verantwortlich sind. Gln313 sorgt für die 
korrekte Positionierung von His332, sodass diese Aminosäure Wasserstoffbrücken zu Substrat (über 
das O1-Atom) und Cofaktor (über das O8-Atom) aufbaut. His332 ist maßgeblich für die Generierung 
einer Near Attack-Confirmation (NAC) verantwortlich und fungiert somit als zentrale Aminosäure des 
aktiven Zentrums (TISHKOV ET AL., 1996; TORRES ET AL., 1999; CASTILLO ET AL, 2008). Der Protonierungsgrad 
von His332 ist nicht kritisch für die Katalyse, wirkt jedoch begünstigend auf die Bindung des Substrats. 
Aufgrund der entscheidenden Bedeutung des Histidinrests an dieser Position liegt diese Aminosäure 
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BINDUNG DES COFAKTORS 
Die Bindung des Cofaktors NAD+ in die Cofaktor-Bindetasche beruht ebenfalls auf elektrostatischen 
Interaktionen. Der Bereich um Aminosäure Asp221 bestimmt maßgeblich die Cofaktor-Spezifität 
aufgrund sterischer Behinderung des Phosphatrests von NADP+, was zu einer dramatischen 
Bevorzugung des unphosphorylierten Cofaktors NAD+ führt (TISHKOV UND POPOV, 2006). Im Bereich des 
aktiven Zentrums sind die Aminosäuren Thr282, Asp308, His332 und Ser334 für eine korrekte 
Positionierung des Nikotinamidrings des Cofaktors verantwortlich (CASTILLO ET AL., 2008). Diese sorgen 
durch die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen für eine Stabilisierung des 
Übergangszustands und darüber hinaus für eine Verstärkung der elektrophilen Eigenschaften. 
Entscheidend für die Katalyse ist die Schaffung einer positiven Partialladung am C4-Atom des 
Pyridinrings (Abbildung 1-8). Die Gesamtheit der Wechselwirkungen führt zu einer Verdrehung der 
Carboxamidgruppe des Nikotinamidrings, welche vermutlich zu einer Polarisierung des Rings und einer 
verstärkten positiven Ladung am C4-Atom führt. Die für die Katalyse essentielle Aminosäure His332 
geht neben einer Wasserstoffbrücke mit dem Substrat eine weitere mit der Ketogruppe des 
Carboxamid-Rests des Nikotinamidrings ein. Im Zuge dieser Interaktion wird die Doppelbindung 
zwischen dem C7- und O8-Atom in der Carboxamid-Gruppe im Übergangszustand leicht verlängert, 
was wiederum an eine Verringerung des Abstands zwischen dem C7-Atom und dem C3-Atom des 
Pyridinrings gekoppelt ist (CASTILLO ET AL., 2008). Die damit einhergehende Polarisierung der 
Carbonylgruppe sorgt für eine stärkere negative Partialladung am O8-Atom und somit für eine 
Verstärkung der positiven Ladung im Nikotinamidring. 
Diese Berechnungen decken sich mit vorher angestellten Vermutungen der molekularen Vorgänge im 
Übergangszustand von FDH, bei welcher eine Polarisierung des Nikotinamidring diskutiert wurde 
(ROTBERG UND CLELAND, 1991; SCHIØTT ET AL., 1998; CASTILLO ET AL., 2008). Dies in Kombination mit der 
gleichzeitigen Verdrehung der Carboxamidgruppe sorgt vermutlich für eine Stabilisierung der 
dipolaren Form des Nikotinamidrings und einer damit einhergehenden maximalen Verstärkung der 
positiven Partialladung am C4-Atom, welches Ort der Hydridübertragung ist (CASTILLO ET AL., 2008). 
Unklarheit herrscht weiterhin jedoch über die Konformation des Cofaktors im Übergangszustand. 
Theoretische Studien deuten darauf hin, dass die Bindung des Cofaktors eine Verdrehung der Pyridin-
Ringstruktur zur Folge hat, was zu einer eine Verringerung der Aktivierungsenergie führt (CASTILLO ET 
AL., 2008). Messungen kinetischer Isotopeneffekte am N1-Atom des Pyridinrings deuten jedoch auf 
eine planare Struktur während der Reaktion hin (TAPIA ET AL., 1992; SCHIØTT ET AL., 1998) 
EINLEITUNG  25 
HYDRIDTRANSFER 
Der Hydridtransfer in NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen tritt direkt und ohne Zwischenschritte 
einer Säure-Basen-Katalyse auf, welche in den Reaktionen verwandter Dehydrogenasen nachgewiesen 
wurde (SHABALIN ET AL., 2009). Somit erfolgt der direkte Transfer eines Hydridions vom Substrat Formiat 
auf das C4-Atom des oxidiert vorliegenden Cofaktors im ternären Komplex (SCHIØTT ET AL., 1998; 
CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET AL., 2012). Der Hydridtransfer scheint der einzige geschwindigkeits-
bestimmende Schritt der Reaktion zu sein (HERMES ET AL., 1984; XUE ET AL., 1996). Entscheidend für die 
Katalyse ist die Erleichterung der Hydridübertragung durch elektrostatische Effekte, welche durch die 
an der Bindung von Substrat und Cofaktor beteiligten Aminosäuren im Enzymrückgrat vermittelt 
werden (CASTILLO ET AL., 2008). Es erfolgt eine Stabilisierung des Übergangszustands durch die 
Aminosäuren des aktiven Zentrums. Substrat und Cofaktor befinden sich durch die Wechselwirkungen 
in räumlicher Nähe zueinander.  
Gleichzeitig werden, wie bereits beschrieben, elektrostatische Veränderungen an beiden Molekülen 
induziert. Im Übergangszustand erreicht die positive Partialladung am C4-Atom des Pyridinrings des 
NAD+ ein Maximum, das formelle Hydridion am Substrat ein Minimum. Im Zuge der katalytischen 
Reaktion drücken elektrostatische Kräfte das Hydridion an das Akzeptor-C4-Atom des Cofaktors. All 
diese Effekte führen somit zu einer Stabilisierung des Übergangszustands beider Moleküle, wodurch 
die Aktivierungsenergie für die Übertragung des Hydridions von Formiat auf NAD+ reduziert und die 
Reaktion ermöglicht wird (FELBER, 2001; CASTILLO ET AL., 2008). Verglichen mit der enzymfreien Formiat-
Oxidation in Wasser ergibt sich für die enzymkatalysierte Reaktion eine Differenz (∆∆G‡) von 8,9 kcal 
mol-1. Diese Berechnungen stimmen mit experimentell ermittelten Daten überein (TISHKOV ET AL., 1991). 
BINDUNGSMECHANISMUS 
Bezüglich ihres Bindemechanismus unterscheiden sich eukaryotische FDH und bakterielle FDH 
voneinander. Alle bisher bekannten eukaryotischen FDH katalysieren die Oxidation von Formiat über 
einen sequentiellen, geordneten Mechanismus, bei welchem zunächst der Cofaktor, anschließend das 
Substrat Formiat an das Enzym binden (PEACOCK UND BOULTER, 1970; SCHÜTTE ET AL., 1976; KATO ET AL., 
1979; MESENTSEV ET AL., 1997). Bakterielle NAD-abhängige FDH hingegen nutzen einen zufälligen, 
sequentiellen Mechanismus (Abbildung 1-9). Hier können sowohl Substrat als auch Cofaktor zuerst 
binden. Bakterielle NAD-abhängige FDH besitzen einen, verglichen mit eukaryotischen Vertretern, 
elongierten N-Terminus. Es wurden Spekulationen darüber angestellt, ob dieser in der Festlegung des 
kinetischen Mechanismus eine Rolle spielt (TISHKOV UND POPOV, 2004). Aufgrund der Tatsache, dass mit 
CO2 ein ungeladenes Produkt aus einem negativ geladenen Substrat entsteht, kann man davon 
ausgehen, dass nach erfolgter Reaktion das Produkt CO2 als erstes freigesetzt wird und anschließend 
der reduzierte Cofaktor NADH dissoziiert. Das Vorhandensein eines vergrößerten Substratkanals dient 
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als Erklärung für den zufälligen Mechanismus bakterieller NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen. 
Dieser besitzt für NAD-abhängige FDH zwei Öffnungen, durch welche jeweils Cofaktor oder Substrat in 
das Innere des Enzyms gelangen können. 
A 




   E               ES                ESC               EC               E 
B 




   E            ES / EC             ESC              EC              E 
 
ABBILDUNG 1-9: BINDUNGSMECHANISMEN NAD-ABHÄNGIGER FORMIATDEHYDROGENASEN. A: GEORDNETER BI/BI-MECHANISMUS 
EUKARYOTISCHER FDH. B: ZUFÄLLIGER MECHANISMUS BAKTERIELLER FDH (S: SUBSTRAT, C: COFAKTOR, E: ENZYM).  
 
Durch die Bindung des Cofaktors NAD+ wird einer der beiden Zugänge zum Substratkanal blockiert. 
Formiat kann jedoch weiterhin über die zweite Öffnung des Substratkanals in das Innere des Enzyms 
eindringen (SHABALIN ET AL., 2009; NILOV ET AL., 2012). Ist kein NAD+ gebunden, kann das Substratmolekül 
durch jede der beiden Öffnungen des Substratkanals hin zum aktiven Zentrum gelangen. Die 
Blockierung des einen Substratkanals durch NAD+ scheint offenbar wichtig für eine Verringerung von 
Diffusion des Substrats im aktiven Zentrum zu sein. Formiat liegt in allen bekannten NAD-abhängigen 
FDH nur schwach gebunden vor (Km = 15 mmol L-1 in Pseudomonas sp. 101). Die sterische Behinderung 
durch den Cofaktor könnte somit einer Dissoziation des Substrats im aktiven Zentrum vor der 
katalytischen Reaktion entgegenwirken (TISHKOV UND POPOV, 2006; NILOV ET AL., 2012). 
Ohne gebundenen Cofaktor oder Substrat liegt das Enzym in einer offenen Konformation vor. Die 
Bindung von Cofaktor und Substrat induziert den Übergang zu einer geschlossenen Konformation des 
Enzyms. Während des Übergangs von offener zu geschlossener Konformation wurde für die FDH aus 
Moraxella sp. C-1 eine Rotation von 7,5 Grad zwischen Cofaktorbindetasche und aktivem Zentrum 
beobachtet (SHABALIN ET AL., 2009). Es wird vermutet, dass die mit dem Cofaktor ausgebildeten 
Wasserstoffbrücken sowie hydrophobe Interaktionen zu der Bildung der geschlossenen 
Enzymkonformation beitragen. Weiterhin scheint der C-Terminus der FDH eine strukturgebende Rolle 
bei der Konformationsänderung zu spielen (LAMZIN ET AL., 1994; SHABALIN ET AL., 2009). Offenbar sorgt 
aber der Cofaktor nicht allein für die Konformationsänderung, da in einer bereits vollständig 
geschlossenen Konformation die Bindung des Substratmoleküls nicht mehr möglich wäre. Das negativ 
geladene Substratmolekül bildet ebenso Wasserstoffbrücken aus, stabilisiert die geschlossene 
Konformation und sorgt somit für die endgültige Bildung des ternären Komplexes. Bindet Formiat als 
erstes, erlaubt dies dennoch problemlos das Binden des Cofaktors. Darüber hinaus verringert das 
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Molekül durch seine Bindung die elektrostatische Abstoßung zwischen dem Nikotinamidring des 
Cofaktors und dem Guadinium-Rest von Arg284 (NILOV ET AL.,2009). Da die Enzymkonformation durch 
wenige Wasserstoffbrückenbindungen beeinflusst werden kann, scheint die Energiebarriere zwischen 
offener und geschlossener Konformation eher gering zu sein. Dies wird auch durch die Tatsache 
untermauert, dass bei der röntgenkristallographischen Untersuchung der FDH aus Moraxella sp. C-1 
ein Apoenzym in geschlossener Konformation beobachtet wurde. Das Auftreten dieser Konformation 
wurde mit der Bindung von Sulfat-Ionen durch das Enzym während der Kristallisation sowie 
Kristallkontakte begründet (SHABALIN ET AL., 2009). Eine geringe Energiebarriere, welche ein 
dynamisches Gleichgewicht von geschlossenen und offenen Enzymkonformationen bedingt, wurde 
auch für weitere NAD-abhängige Dehydrogenasen (wie beispielsweise Lactat-Dehydrogenasen) 
vermutet (KUMAR ET AL., 1999; RAZETO ET AL., 2002). 
1.4. ANWENDUNG VON NAD-ABHÄNGIGEN FDH 
NAD-abhängige FDH werden aufgrund ihrer zahlreichen Vorteile in der Anwendung bevorzugt als 
Cofaktor-Regenerierungssystem eingesetzt und haben eine große Bedeutung für die industrielle 
Biotechnologie (WECKBECKER ET AL., 2010). Zum einen stellt Formiat ein sehr günstiges und kommerziell 
verfügbares Co-Substrat dar, welches bei ausreichender Konzentration von Puffersubstanzen im 
Reaktionsansatz unschädlich für die meisten Enzyme ist. Das bei der Cofaktor-Regenerierung 
entstehende Co-Produkt CO2 ist chemisch inert und kann einfach aus dem Reaktionsmedium entfernt 
werden. Darüber hinaus ist die Oxidation von Formiat zu CO2 unter Standardbedingungen nahezu 
irreversibel (WU ET AL., 2013; HUMMEL UND GRÖGER, 2014). Die meisten FDH verfügen über ein breites 
pH-Optimum. Somit können FDH flexibel bei dem jeweilig optimalen pH-Wert der Reaktion der 
Produktionsenzyme eingesetzt werden (MESENTSEV ET AL., 1997; TISHKOV UND POPOV, 2006; CASTILLO ET 
AL., 2008). Dies ermöglicht einen Einsatz von FDH bei Vorhandensein unterschiedlicher pH-Werte, 
welche jeweils für die Reaktionen der Produktionsenzyme optimal sind. Bakterielle und pilzliche FDH 
weisen darüber hinaus eine ausreichende Stabilität für einen Einsatz in einem Reaktor auf, was eine 
Anwendung dieser Enzyme im industriellen Maßstab ermöglicht (TISHKOV UND POPOV, 2006).  
Aufgrund dieser Vorteile von FDH für die Cofaktor-Regenerierung werden sie vor allen anderen 
Enzymen am häufigsten für diesen Prozess eingesetzt (WU ET AL., 2013). Die Bereitstellung von NADH 
durch die FDH aus Candida boidinii, welches für die Reduktion von Pyruvat zu D-Lactat mittels einer D-
Lactat-Dehydrogenase benötigt wurde, war darüber hinaus die erste beschriebene Methode einer 
Cofaktor-Regenerierung im präparativen Maßstab (SHAKED UND WHITESIDES, 1980). Auch in 
großindustriellen Prozessen hat sich die FDH aus C. boidinii als Standardenzym für die Cofaktor-
Regenerierung etabliert. So wird das Enzym aufgrund seiner Robustheit bereits seit Jahren als 
Standardenzym für die Produktion von L-tert-Leucin im industriellen Maßstab eingesetzt (BOMMARIUS 
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ET AL., 1994; BOMMARIUS ET AL., 1998; WECKBECKER ET AL., 2010; HUMMEL UND GRÖGER, 2014). L-tert-Leucin 
ist eine chirale Aminosäure, welche aufgrund einer starren tert-Butyl-Seitenkette einen wichtigen 
Grundbaustein von Produkten der pharmazeutischen Industrie darstellt und als Ausgangsprodukt für 
die Synthese verschiedener Medikamente wie beispielsweise HIV-Proteaseinhibitoren und Zytostatika 
genutzt wird (WHITTAKER ET AL. 1999; JIN ET AL., 2011; LI ET AL., 2014). Die enantioselektive Bildung von L-
tert-Leucin erfolgt über eine Leucin-Dehydrogenase (LeuDH) aus Bacillus cereus oder Lysinibacillus 
sphaericus aus dem Substrat Trimethylpyruvat. Das Produktionsenzym katalysiert die Übertragung 




ABBILDUNG 1-10: BIOKATALYTISCHE PRODUKTION VON L-TERT-LEUCIN DURCH EINE LEUCIN-DEHYDROGENASE (LEUDH) UND EINE 
NAD-ABHÄNGIGE FORMIATDEHYDROGENASE (FDH).  
 
Die FDH aus C. boidinii fungiert in diesem industriellen Prozess als Cofaktor-Regenerierungssystem und 
reduziert NAD+ zu NADH. Durch die Nutzung von Ammoniumformiat wird gleichzeitig NH4+ für die 
Aminierung durch die LeuDH bereitgestellt, was zu einer hohen Atomeffizienz der Katalyse führt. 
Während rein chemische Synthesemethoden von L-tert-Leucin deutliche Nachteile besitzen, kann 
mittels dieses biokatalytischen Ansatzes eine hohe Ausbeute enantiomerenreiner Produkte (> 99 %) 
unter milden Bedingungen erzielt werden (LI ET AL., 2014; LIU ET AL., 2014). 
Eine weitere, derzeit eher theoretische Anwendung NAD-abhängiger FDH ist die Speicherung von CO2 
in Form von Formiat. Somit könnten FDH den ersten Schritt für die Produktion von Treibstoffen oder 
Chemikalien auf Basis von CO2 katalysieren (SHI ET AL., 2015). Problematisch für die Anwendung ist 
jedoch die extrem niedrige spezifische Aktivität NAD-abhängiger FDH für die Reduktionsreaktion, 
welche aufgrund der thermodynamischen Limitierungen mit NADH als Reduktionsmittel im Bereich 
weniger Milliunits pro Milligramm liegt (CHOE ET AL., 2014). Die Untersuchungen zeigten jedoch, dass 
manche Varianten, wie beispielsweise die FDH aus Thiobacillus KNK65MA, gegenüber der CbFDH CO2 
deutlich effizienter reduzieren können. Somit wäre neben einer gesteigerten Aktivität der 
CO2 NH4HCOO  




L-tert-Leucin  Trimethylpyruvat 
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Oxidationsreaktion auch eine Enzymvariante mit einer gesteigerten Aktivität der Reduktionsreaktion 
von großem Interesse. Durch die Nutzung artifizieller Cofaktoren könnte diese noch weiter gesteigert 
werden. Experimente mit artifiziellen Cofaktoren wie Methylviologen-Derivaten zeigten eine deutlich 
verbesserte enzymatische Reduktion von CO2 durch die FDH (IKEYAMA ET AL., 2016; AMAO, 2017; IKEYAMA 
UND AMAO, 2017). So wurde beispielsweise für die CbFDH eine 18-fache Steigerung der spezifischen 
Aktivität mit dem Bipyridinsalz 1,1-Trimethylen-2,2-bipyridin auf 29,2 mU mg-1 berichtet (IKEYAMA ET 
AL., 2018).  
LIMITIERUNGEN IN DER ANWENDUNG VON FDH  
Neben all den genannten Vorteilen gegenüber anderen Systemen stellt jedoch die vergleichsweise 
niedrige spezifische Aktivität der FDH aus C. boidinii, welche standardmäßig für die Cofaktor-
Regenerierung verwendet wird, einen großen Nachteil dar. Die maximale spezifische Aktivität des 
kommerziell erhältlichen Enzyms liegt bei lediglich rund 6 U mg-1 (SLUSARCZYK ET AL., 2000; FELBER, 2001; 
HUMMEL UND GRÖGER, 2014). Somit wirkt der Schritt der Cofaktor-Regenerierung bei Einsatz eines 
Produktionsenzyms mit weitaus höheren Aktivitäten häufig limitierend auf die Gesamtproduktion. So 
weisen beispielsweise Leucin-Dehydrogenasen bei der enzymatischen Umsetzung von 
Trimethylpyruvat zu L-tert-Leucin Aktivitäten von über 500 U mg-1 auf (ZHU ET AL., 2016). Dies kann 
durch eine Erhöhung der FDH-Konzentration ausgeglichen werden, was jedoch mit entsprechend 
erhöhten Produktionskosten verbunden ist.  
Weiterhin wird lediglich das Standardenzym CbFDH von unterschiedlichen Firmen kommerziell 
vertrieben. Die FDH-Varianten aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH), Ancylobacter aquaticus (AaFDH) 
und Moraxella sp. C2 (MsFDH) weisen zwar etwas höhere spezifische Aktivitäten von rund 10 U mg-1 
auf (siehe Tabelle 1-1), sind aber nicht kommerziell erhältlich. Als Gründe hierfür können 
beispielsweise geringe Stabilitäten der entsprechenden Enzymvarianten in der industriellen 
Anwendung angeführt werden (TISHKOV UND POPOV, 2004).  
Darüber hinaus stellt der Mangel an geeigneten NADP-spezifischen Enzymvarianten einen weiteren 
Nachteil dar (HUMMEL UND GRÖGER, 2014). Somit ergibt sich aufgrund der niedrigen spezifischen 
Aktivität, der eingeschränkten Verfügbarkeit, eingeschränkten Cofaktor-Spezifität sowie der häufig 
mangelhaften Stabilität alternativer FDH ein dringender Bedarf an neuer Varianten für die Cofaktor-
Regenerierung. 
  
EINLEITUNG  30 
1.5. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG 
Wie bereits beschrieben bietet der Einsatz von NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen für die 
Cofaktor-Regenerierung viele Vorteile gegenüber anderen Enzymen, wie z.B. Hydrogenasen, Alkohol-
Dehydrogenasen oder Glucose-Dehydrogenasen. FDH werden daher seit Jahren für diesen Prozess 
eingesetzt und besitzen eine große Bedeutung für die industrielle Biotechnologie. Jedoch stellt die 
geringe Aktivität des Standardenzyms aus Candida boidinii (CbFDH) von 6 U mg-1 bei Raumtemperatur, 
welches aufgrund seiner Robustheit seit Jahrzehnten in der Industrie eingesetzt wird, einen großen 
Nachtteil dieses Systems dar (SLUSARCZYK ET AL., 2000).  Wird die FDH als Cofaktor-
Regenerierungssystem für NADH eingesetzt, zeigt sich, dass die jeweiligen Produktionsenzyme häufig 
deutlich höhere spezifische Aktivitäten als die FDH aufweisen. Besonders deutlich wird dies am Beispiel 
der biokatalytischen Herstellung der chiralen Aminosäure L-tert-Leucin, bei welcher die CbFDH seit 
Jahren im industriellen Maßstab genutzt wird. Bei der enzymatischen Umsetzung von 
Trimethylpyruvat zu L-tert-Leucin weisen Leucin-Dehydrogenasen Aktivitäten von über 500 U mg-1 auf 
(LI ET AL., 2014; ZHU ET AL., 2016). Durch die erheblich niedrigere Aktivität der FDH kann diese in ihrer 
Funktion als Cofaktor-Regenerierungssystemen als Flaschenhals wirken und somit die 
Gesamtproduktivität des Systems absenken. Ein Ausgleich der niedrigen Aktivität durch den Einsatz 
höherer FDH-Konzentrationen ist mit entsprechend erhöhten Produktionskosten verbunden. Um die 
Vorteile des FDH-Systems sinnvoll für die Cofaktor-Regenerierung nutzen zu können, werden daher 
dringend neue FDH-Varianten mit deutlich höherer spezifischer Aktivität und einer für die industrielle 
Anwendung geeigneten Stabilität benötigt. 
Bislang sind keine NAD-abhängigen FDH bekannt, welche als rekombinant erzeugtes Protein 
Aktivitäten von deutlich über 10 U mg-1 bei Raumtemperatur aufweisen. Auch mittels Enzyme 
Engineering konnten aufgrund des lückenhaften Wissens über aktivitätsdeterminierende Faktoren 
NAD-abhängiger FDH keine deutlich aktiveren Enzymvarianten erzeugt werden. Das Ziel der 
vorliegenden Arbeit war die Bereitstellung neuer und hochaktiver NAD-abhängiger 
Formiatdehydrogenasen, welche als Cofaktor-Regenerierungssystem eingesetzt werden können. 
Aufgrund des Mangels an Informationen über aktivitätsdeterminierende Faktoren in FDH wurde zur 
Identifizierung hochaktiver FDH ein bioinformatischer Ansatz gewählt. Die Aminosäuresequenzen der 
bislang aktivsten FDH-Varianten sollten die Grundlage für eine entsprechende Datenbankrecherche 
darstellen. Bislang sind keine weiteren Studien bekannt, welche neue FDH-Varianten auf Basis einer 
zielorientierten, sequenzbasierten Datenbankrecherche auswählten und charakterisierten. 
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Voraussetzungen für die Eignung der Enzyme sind eine gegenüber dem Standardenzym aus C. boidinii 
(CbFDH) deutlich höhere spezifische Aktivität sowie eine mindestens vergleichbar hohe Stabilität. Die 
geeigneten Formiatdehydrogenasen müssen sich weiterhin im großen Maßstab einfach und 
kostengünstig herstellen lassen. 
Zur Zielerreichung sollten folgende Schritte zur Identifizierung geeigneter Enzymvarianten 
durchgeführt werden: 
1. Bioinformatische Suche nach Aminosäuresequenzen bislang uncharakterisierter 
Formiatdehydrogenasen mittels Online-Tools 
2. Konstruktion von Expressionsvektoren und anschließende Proteinbiosynthese der zuvor 
bioinformatisch ausgewählten Enzymvarianten. 
3. Auswahl der geeignetsten Variante aufgrund der kinetischen Parameter sowie der Stabilität 
der Enzyme. 
 
Die für die Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem geeignetste FDH-Variante dient 
anschließend als Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen. Eine Zusammenfassung der weiteren 
Arbeitsschritte ist schematisch in Abbildung 1-11 dargestellt. Zunächst sollte eine detaillierte Analyse 
der biochemischen Eigenschaften der geeignetsten Enzymvariante erfolgen. Daran anschließend sollte 
die Eignung und Leistungsfähigkeit der FDH-Variante in Cofaktor-Regenerierungssystemen 
vergleichend mit dem Standardenzym aus C. boidinii getestet werden. 
 
ABBILDUNG 1-11: WEITERE GEPLANTE ARBEITSSCHRITTE AUSGEHEND VON DER IDENTIFIZIERUNG EINER NEUEN HOCHAKTIVEN FDH-
VARIANTE. 
 
Das Ziel weiterführender Experimente war die Verbesserung der biotechnologischen Anwendbarkeit 
des Enzyms durch Mutagenese, beispielsweise durch die Erhöhung der Enzymstabilität durch die 
Einführung von Einzelmutationen in das FDH-Gen oder einer Veränderung der Cofaktorspezifität durch 
rationales Design. Darüber hinaus sollten strukturelle Determinanten der spezifischen Aktivität von 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1. MATERIALIEN UND GERÄTE 
 
Elektrophorese-Systeme: 
Minicell Primo      Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Midicell Primo      Thermo Scientific (Waltham, USA) 
 
Heizblöcke:       
Blockheizer      Peqlab GmbH (Erlangen, Deutschland) 
Thermomixer compact     Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
PST-60HL-4     Biosan (Riga, Lettland) 
 
PCR-Geräte: 
Mastercycler personal    Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Mastercycler gradient     Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
       
Photometer: 
Tecan Infinite M 200    Tecan Group AG (Männedorf, Schweiz) 
DR 3900     Hach-Lange GmbH (Düsseldorf, Deutschland) 
NanoDrop ND-1000    NanoDrop (Wilmington, USA) 
Cary60 UV-Vis     Agilent (Santa Clara, USA) 
 
Zentrifugen:       
Mini Spin plus     Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Sigma Typ 3-18 K    Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Sigma Typ 1-15 K    Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
 
GC-System: 
GC2010-Plus  Shimadzu (Kyoto, Japan) 
 
HPLC-System: 
Smartline UV-Detektor 2500 KNAUER GmbH (Berlin, Deutschland) 
Smartline Autosampler 3950 KNAUER GmbH (Berlin, Deutschland) 
Smartline Pump 1050  KNAUER GmbH (Berlin, Deutschland) 
 
FPLC-System: 
ÄKTA  GE Healthcare (Chalfont St Giles, Großbritannien) 
 
Elektroporator: 
Electroporator 2510  Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
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6x DNA-Ladepuffer  New England Biolabs (Ipswich, USA)  
Acetophenon Alfa Aesar (Ward Hill, USA) 
cNAD+ Roche (Basel, Schweiz) 
dNTPs       New England Biolabs (Ipswich, USA) 
FastRuler® Low Range DNA Ladder  Thermo Scientific (Waltham, USA)  
MassRuler® Express Forward DNA Ladder  Thermo Scientific (Waltham, USA)  
PageRuler® Prestained Protein Ladder   Thermo Scientific (Waltham, USA)  
RedSafe Nucleic Acid staining solution  Intron Biotechnology (Seongnam, Korea) 
Trimethylpyruvat    Ark Pharm (Arlington Heights, USA)
 
Alle anderen in dieser Arbeit genutzten Chemikalien stammten von den Herstellern Carl Roth GmbH 
(Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland).  
 
Desoxyribonuclease I (~ 3230 U mg-1)  AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 
DpnI (20 U µL-1)     New England Biolabs (Ipswich, USA) 
Lysozym (~ 70000 U mg-1)   Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Phusion® DNA-Polymerase (2 U µL-1)  New England Biolabs (Ipswich, USA) 
Shrimp alkaline Phosphatase (1 U µL-1)  Thermo Scientific (Waltham, USA) 
T4-DNA-Ligase (40 U µL-1)    New England Biolabs (Ipswich, USA) 
T5-Exonuklease (10 U µL-1)   New England Biolabs (Ipswich, USA) 
Taq-DNA-Polymerase (~1 U µL-1)  eigene Herstellung 
Taq-DNA-Ligase (40 U µL-1)   New England Biolabs (Ipswich, USA) 
 
NucleoSpin® Plasmid     Machery-Nagel (Düren, Deutschland) 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up  Machery-Nagel (Düren, Deutschland) 
RTP® Bacteria DNA Mini Kit   STRATEC (Berlin, Deutschland) 
Pierce® BCA Protein Assay Kit    Thermo Scientific (Waltham, USA) 
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LiChrosorb® RP-18 (5 µm) Hibar® RT 250-4 Supelco Inc (Bellefonte, USA) 
Hydrodex γ DiMOM    Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) 
HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade  GE Healthcare (Chalfont St Giles, Großbritannien) 
HisTrap FF crude    GE Healthcare (Chalfont St Giles, Großbritannien) 
Chitin Resin     New England Biolabs (Ipswich, USA) 
 
MF-Millipore Membran VSWP01300  Merck Millipore (Tullagreen, Irland) 
Mikrotestplatte 96 Well (flach, steril)  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Elektroporationsküvette (2 mm)  VWR International (Wien, Österreich) 
Vivaspin® 20, 10 kDa MWCO    Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) 
 
2.2. NUKLEINSÄUREN UND BAKTERIENSTÄMME 
 
Es wurden die E. coli-Stämme BL21 (DE3) sowie TOP10 verwendet. Die Genotypen beider Stämme sind 
in Tabelle 2-1 aufgeführt. Der Stamm E. coli TOP10 wurde für Klonierungsarbeiten und 
Plasmidpräparation genutzt, während E. coli BL21 (DE3) für die Proteinexpression eingesetzt wurde.  
TABELLE 2-1: IN DIESER ARBEIT VERWENDETE E. COLI-STÄMME. 
Stamm Genotyp 
E. coli BL21 (DE3) F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
E. coli TOP10 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-
leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 
 
 
In der folgenden Tabelle 2-2 sind alle Organismen aufgelistet, welche FDH kodierten, die in der 
vorliegenden Arbeit genutzt wurden.  
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TABELLE 2-2: SPENDERORGANISMEN UND DEREN DSM-NUMMER.  
Organismus DSM-Nummer 
Cupriavidus necator 13513 
Granulicella mallensis  23137 
Hyphomicrobium denitrificans 1869 
Methylohalobius crimeensis 16011 
Methylotenera versatilis 24635 
Rhodococcus jostii 44719 
Sciscionella marina 45152 
 
 
Die für diese Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2-3 aufgeführt. Alle Vektoren verfügen über 
T7-Promotoren, was die Nutzung eines T7-Expressionssystems ermöglichte.  
TABELLE 2-3: IN DIESER ARBEIT VERWENDETE PLASMIDE. 
Plasmid Beschreibung Hersteller 









Kodiert für eine Ampicillin-Resistenz, C-terminale Intein-
Fusion und Chitin-Bindedomäne 
New England Biolabs (Ipswich, 
USA) 
pTYB21 
Kodiert für eine Ampicillin-Resistenz, N-terminale Intein-
Fusion und Chitin-Bindedomäne 




Verschiedene Oligonukleotide wurden für die Durchführung von Polymerase-Kettenreaktionen (PCR), 
Mutagenese-Experimenten sowie DNA-Sequenzierungen verwendet. Die Synthese der 
Oligonukleotide wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) im Auftrag 
durchgeführt. In Tabelle 2-4 sind die am häufigsten verwendeten Oligonukleotide aufgeführt. 
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2.3. KULTIVIERUNG VON MIKROORGANISMEN 
 
Die Zusammensetzung der verwendeten Medien ist in Tabelle 2-5 dargestellt. 










Pepton / Trypton 10 g L-1 10 g L-1 24 g L-1 2,0 % (m/v) 
Natriumchlorid 10 g L-1 10 g L-1  - 10 mmol L-1 
Hefeextrakt  5 g L-1 5 g L-1 20 g L-1 0,5 % (m/v) 
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Magnesiumsulfat - - - 10 mmol L-1 
Glycerin - - 4 mL L-1 - 
KPi (pH=7,3)   89 mmol L-1  
Kaliumchlorid - - - 2,5 mmol L-1 
Glucose - - - 20 mmol L-1 
Agar-Agar  - 18 g L-1 - - 
 
 
Die Kultivierung aller genutzten Escherichia coli-Stämme fand mittels den in Tabelle 2-4 aufgelisteten 
Medien statt. Die Inkubation von E. coli im Kolben erfolgte aerob in einem Schüttelinkubator bei einer 
Temperatur von 37 °C und einer Geschwindigkeit von 150 bis 220 rpm. Zur Selektion rekombinanter  
E. coli-Stämme wurde dem autoklavierten Medium das Antibiotikum Ampicillin (Endkonzentration  
100 μg mL-1) zugegeben. Im Falle der phänotypischen Expression (siehe Punkt 2.4.8.) bei der 
Transformation mittels Hitzeschock oder Elektroporation wurden die transformierten E. coli-Zellen in 
vortemperiertem SOC-Medium (HANAHAN, 1983) aufgenommen.  
 
Zur Herstellung von Kulturen in sterilen Mikrotestplatten mit 96 Vertiefungen (Sarstedt, Nümbrecht) 
wurde in jede Vertiefung 100 µL ampicillinhaltiges LB-Medium (Endkonzentration  
100 µg mL-1) pipettiert. Zur Inokulation des Mediums wurden Einzelkolonien mit einem sterilen 
Zahnstocher aufgenommen und das Medium beimpft. Die Kultivierung fand in einem Thermoschüttler 
(Biosan PST-60HL-4) bei einer Geschwindigkeit von 700 rpm und einer Temperatur von 37 °C über 
Nacht statt.  
 
250 mL LB-Medium wurden mit Ampicillin versetzt (Endkonzentration 100 µg mL-1) und mit 250 µL 
Vorkultur inokuliert. Es folgte ein Wachstum bis zu einer OD600 von 0,5 - 0,7. Anschließend erfolgte die 
Induktion der Genexpression mittels der Zugabe von 250 µL 0,1 mol L-1 IPTG-Lösung (Endkonzentration 
1 mmol L-1). Die induzierte Hauptkultur wurde initial für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert, anschließend 
wurde die Temperatur des Schüttlers auf 20 °C reduziert, was eine graduelle Abkühlung des Mediums 
im Verlauf einer Stunde bedingte. Anschließend erfolgte die Kultivierung bei 180 rpm für 16 Stunden.  
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In eine sterile Mikrotestplatte mit 96 Vertiefungen (Sarstedt, Nümbrecht) wurden je Vertiefung 110 µL 
ampicillinhaltiges LB-Medium (Endkonzentration 100 µg mL-1) pipettiert und mit 10 µL Vorkultur der 
Mikrotest-Stammhaltungsplatte inokuliert. Die Platten wurden bei 37 °C und 700 rpm inkubiert und 
das Wachstum photometrisch überwacht. Anschließend erfolgte die Induktion der Genexpression bei 
einer durchschnittlichen OD600 von 0,5 mittels der Zugabe von jeweils 10 µL 6 mmol L-1 IPTG-Lösung 
(Endkonzentration 0,5 mmol L-1). Die induzierte Hauptkultur wurde bei 20 °C über Nacht auf einem 
Schüttler bei 700 rpm kultiviert. Nach 16 Stunden wurde die rekombinante Genexpression beendet 
und die Mikrotestplatten bei -20 °C gelagert. 
 
Zur langfristigen Konservierung wurden zu 500 µL E. coli-Kultur 500 µL steriles 80 % (v/v) Glycerin 
gegeben, vermischt und bei -80 °C gelagert. Im Falle von Mikrotestplatten wurden zu den in der 
Mikrotestplatte kultivierten Vorkulturen 100 µL 80 % (v/v) Glycerin hinzugefügt, vermischt und 
ebenfalls bei -80 °C gelagert. 
2.4. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 
Die Isolation von chromosomaler DNA erfolgte standardmäßig mittels des Kits RTP® Bacteria DNA Mini 
Kit (STRATEC, Berlin) gemäß dem Herstellerprotokoll. 
 
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte standardmäßig mittels des Kits NucleoSpin® Plasmid (Machery-
Nagel, Düren) gemäß dem Herstellerprotokoll.  
 
DNA-Fragmente wurden größenabhängig in einem Agarosegel unter Einfluss eines elektrischen Felds 
aufgetrennt. Die dabei verwendeten Agarose-Konzentrationen wurden an die Größe der 
aufzutrennenden DNA-Fragmente angepasst. Die Konzentration des Agarosegels betrug 
standardmäßig 1,0 % (m/v). Zur Herstellung des Gels wurden 1,0 g Agarose in 100 mL TAE-Puffer (4,84 
g L-1 Tris, 1,142 mL L-1 Eisessig, 2 mL L-1 0,5 mmol L-1 EDTA) durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst, 
anschließend abgekühlt und mit 10 μL RotiSafe® versetzt, vermischt und in eine Gelkammer mit einem 
Taschenformer gefüllt. Als Größenstandard für die Auftrennungen diente der Größenstandard 1 kb 
DNA Ladder der Firma New England Biolabs. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Agarosegel 
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mit DNA-Ladepuffer (5 % [v/v] Glycerin, 10 mmol L-1 Tris-HCl, 1 mmol L-1 EDTA; 0,005 % [v/v] 
Bromphenolblau) versetzt. Das Auftrennen der DNA-Fragmente erfolgte in einfach konzentrierten 
TAE-Puffer unter Anlegen einer Spannung von 60-120 Volt über einen Zeitraum von 20 bis 60 Minuten.  
 
2.4.4.1. STARTER-OLIGONUKLEOTIDE 
Die Starter-Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Sigma Aldrich (München, Deutschland) 
bezogen und in entionisiertem Wasser gelöst, um eine Oligonukleotid-Konzentration von 100 µmol L-1 
zu erhalten. Für die PCR wurden die Oligonukleotid-Lösungen auf eine Endkonzentration von 10 μmol 
L-1 verdünnt.  
2.4.4.2. PCR-ANSATZ 
Die PCR-Reaktionen wurden nach dem in Tabelle 2-6 bzw. 2-7 aufgeführten Schema in einem 50 μL-
Ansatz durchgeführt. Die dabei verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2-4 (Punkt 2.2.4). 
aufgeführt. Analytische PCR-Ansätze wurden mit einer eigens rekombinant hergestellten und 
gereinigten Taq-Polymerase durchgeführt. Für Klonierungen wurde die DNA-Polymerase Phusion® der 
Firma New England Biolabs verwendet.  
TABELLE 2-6: ANALYTISCHER PCR-ANSATZ MIT TAQ-DNA-POLYMERASE. DAS GESAMTVOLUMEN DES PCR-ANSATZ BETRUG JEWEILS 
50 µL. 
Komponente Eingesetztes Volumen 
Starter-Oligonukleotid A, 10 µmol L-1 2,5 µL 
Starter-Oligonukleotid B, 10 µmol L-1 2,5 µL 
Dimethylsulfoxid (DMSO) variabel 
dNTPs, 10 mmol L-1 1 µL 
Taq-DNA-Polymerase (~ 1 U µl-1) 0,5 -1 µL 
DreamTaq®-Puffer Green (10x) 5 µL 
Matrizen-DNA 0,5 - 1 µL 
Entionisiertes, steriles Wasser ad. 50 µL 
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TABELLE 2-7: PCR-ANSATZ MIT PHUSION®-DNA-POLYMERASE. DAS GESAMTVOLUMEN DES PCR-ANSATZ BETRUG JEWEILS 50 µL. 
Komponente Eingesetztes Volumen 
Starter-Oligonukleotid A, 10 µmol L-1 2,5 µL 
Starter-Oligonukleotid B, 10 µmol L-1 2,5 µL 
Dimethylsulfoxid (DMSO) variabel 
dNTPs, 10 mmol L-1 1 µL 
Phusion® DNA-Polymerase (2 U µL1) 0,5 - 1 µL 
Phusion®-HF-Puffer (5x) 10 µL 
Matrizen-DNA 0,5 - 1 µL 
Entionisiertes, steriles Wasser ad. 50 µL 
 
 Zur Ermittlung der Schmelztemperaturen der Starter-Oligonukleotide wurde das Computerprogramm 
„Clone Manager 9 Professional Edition“ sowie die Internetseite „OligoCalc“ (KIBBE, 2007; 
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) verwendet. PCR-Reaktionen mit Phusion-
DNA-Polymerase (New England Biolabs) wurde nach dem folgenden Schema (Tabelle 2-8) 
durchgeführt. Es wurden je nach Größe des PCR-Produkts sowie der verwendeten Oligonukleotide 
unterschiedliche Schmelztemperaturen sowie Elongationszeiträume gewählt. Es wurden stets 30 
Reaktionszyklen durchlaufen. 
TABELLE 2-8: PCR-PARAMETER (PHUSION-DNA-POLYMERASE). 
Schritt Temperatur Dauer  
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min 
Denaturierung 98 °C 30 sec 
Oligonukleotid-Anlagerung Variabel 30 sec 
Elongation 72 °C Variabel 
Terminale Elongation 72 °C 10 min 
 
Analytische PCR-Reaktionen mit Taq-Polymerase wurde nach dem folgenden Schema (Tabelle 2-9) 
durchgeführt. Es wurden je nach Größe des PCR-Produkts sowie der verwendeten Oligonukleotide 
unterschiedliche Schmelztemperaturen sowie Elongationszeiträume gewählt. Es wurden stets 30 
Zyklen durchlaufen. 
30 Zyklen 
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TABELLE 2-9: PCR-PARAMETER (TAQ-DNA-POLYMERASE). 
Schritt Temperatur Dauer  
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min 
Denaturierung 98 °C 30 sec 
Oligonukleotid-Anlagerung Variabel 30 sec 
Elongation 68 °C 45 sec 
Terminale Elongation 68 °C 10 min 
 
2.4.4.3. KOLONIE-PCR 
Zur direkten Analyse der Plasmid-DNA von Transformanden wurde die Methode der Kolonie-PCR 
angewendet. Die Gewinnung der Matrizen-DNA erfolgte durch Lyse der E. coli-Zellen mittels 
Resuspension in 10 µL entionisiertem, sterilem Wasser und einer anschließend durchgeführten 
zehnminütigen Hitzebehandlung bei 95 °C im Thermocycler (Mastercycler personal, Eppendorf AG). 
Die PCR-Reaktion erfolgte wie in Punkt 2.4.4. beschrieben. 
2.4.4.4. GRADIENTEN-PCR 
Zur Durchführung von PCR-Reaktionen mit mehr als einer Schmelztemperatur wurde eine Gradienten-
PCR durchgeführt. Hierbei wurde der Temperaturgradient am Gerät (Mastercycler gradient, Eppendorf 
AG) so eingestellt, dass alle benötigten Temperaturen abgedeckt werden konnten. 
 
Zum Einbringen von DNA-Abschnitten in Plasmide oder zur Modifikation bestimmter DNA-Bereiche 
wurde eine modifizierte Methode des Gibson-Assembly angewendet (GIBSON ET AL., 2009). Hierzu 
wurden vorgefertigte Reaktionsansätze zu je 13 µL hergestellt, welche bei -20°C gelagert wurden. Die 
Zusammensetzung der Reaktionsansätze ist den Tabellen 2-10 und 2-11 zu entnehmen.  
TABELLE 2-10: ZUSAMMENSETZUNG DER GIBSON-REAKTIONSANSÄTZE. DAS GESAMTVOLUMEN BETRUG 1,2 ML, WOVON JEWEILS  
13 µL REAKTIONSANSATZ SEPARAT ALIQUOTIERT WURDE. DIE LAGERUNG DER REAKTIONSANSÄTZE ERFOLGTE BEI -20°C. 
Komponente Eingesetztes Volumen 
ISO-Puffer (5x) 320 µL 
T5 Exonuklease (10 U µl-1) 0,64 µL 
Phusion® DNA-Polymerase (2 U µl-1) 20 µL 
Entionisiertes, steriles Wasser ad. 1,2 mL 
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TABELLE 2-11: ZUSAMMENSETZUNG DES ISO-PUFFERS (5-FACH KONZENTRIERT). DAS GESAMTVOLUMEN BETRUG 6 ML, DIE 
LAGERUNG DES PUFFERS ERFOLGTE BEI -20°C.  
Komponente Eingesetztes Volumen / Masse 
Tris-HCl (pH 7,5), 1 mol L-1 3 mL 
MgCl2, 2 mol L-1 150 µL 
dNTPs, 10 mmol L-1 240 µL 
Dithiothreitol (DTT), 1 mol L-1  300 µL 
Polyethylenglykol-8000  1,5 g 
NAD+, 100 mmol L-1 300 µL 
Entionisiertes, steriles Wasser ad. 6 mL 
Zur Durchführung des Gibson-Assembly wurden sowohl das benötigte linearisierte Plasmid-Rückgrat 
sowie der zu inserierende DNA-Bereich mittels PCR erzeugt und mittels NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up (Machery-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben gereinigt. Plasmid-DNA sowie der zu 
inserierende DNA-Bereich wurden in variablen Volumina zu dem vorgemischten Reaktionsansatz 
gegeben, wobei ein Gesamtvolumen von 6 µL nicht überschritten wurde. Abschließend wurden 1 µL 
Taq-DNA-Ligase (40 U µL-1) hinzugefügt und anschließend 60 Minuten bei 50°C sowie 15 Minuten bei 
72°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden die Ansätze auf Eis gelagert und anschließend in E. 
coli-Zellen mittels Hitzeschock-Transformation oder Elektroporation eingebracht (siehe 2.4.8.)  
 
Restriktionsenzyme wurden zur Analyse von Plasmiden und zum Abbau von Matrizen-DNA in PCR-
Ansätzen durchgeführt. Analytische Restriktionsansätze wurden standardmäßig in einem Volumen von 
20 µL durchgeführt. Nach erfolgter Abschätzung der DNA-Konzentration erfolgte die Zugabe 
entsprechender Units des jeweiligen Restriktionsenzyms, die Inkubation und Hitzeinaktivierung der 
Restriktionsenzyme erfolgte entsprechend der Herstellerangabe. Der Abbau methylierter Matrizen-
DNA mittels DpnI erfolgte durch direkte Zugabe von 1 µL Enzym (20 U µL-1) zu einem PCR-Ansatz und 
einer Inkubation bei 37°C über einen Zeitraum von 2 bis 16 Stunden. 
 
DNA-Fragmente wurden mittels des Invisorb® Fragment CleanUp-Kits (Machery-Nagel, Düren) gemäß 
Herstellerangaben aus dem Agarosegel isoliert. Abweichend zu der Herstellerangabe fand die Elution 
in bestimmten Fällen in 20 bis 50 μL entionisiertem Wasser statt Standard-Elutionspuffer statt. Die 
Reinigung von DNA-Fragmente erfolgte mittels des Invisorb® Fragment CleanUp-Kits (Machery-Nagel, 
Düren) gemäß Herstellerangaben.  
MATERIAL UND METHODEN  43 
 
DNA-Fragmente wurden abhängig von der benötigten Transformationseffizienz entweder per 
Hitzeschock oder Elektroporation in E. coli-Zellen eingebracht. 
2.4.8.1. TRANSFORMATION MITTELS ELEKTROPORATION 
DNA-Fragmente wurden nach der Methode der Elektroporation (NEUMANN ET AL., 1982) mittels eines 
Biorad MicroPulser-Elektroporators oder Eppendorf Electroporator 2510 transformiert. Hierzu wurden 
Elektroporationsküvetten mit einem Elektrodenabstand von 2 mm (VWR, Wien, Österreich) 
verwendet. Als Elektroporationszellen dienten die E. coli-Stämme TOP10 und BL21 (DE3). 1 mL steriles 
SOC-Medium wurde pro Transformationsansatz in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und auf 37 °C 
vorgewärmt. Sowohl Elektroporationszellen als auch Küvetten wurden bis zur Transformation auf Eis 
gelagert. Zur Entsalzung der zu transformierenden DNA-Fragmente wurde vor dem 
Transformationsschritt eine Dialyse des Ansatzes (3-5 µL) gegen entionisiertes, steriles Wasser 
durchgeführt. Hierzu wurden Nitrocellulosefilter der Firma Merck Millipore Ltd. (Tullagreen, Irland) mit 
einer Porengröße von 0,025 µm verwendet. Anschließend wurde ein definiertes Volumen des 
Ligationsansatzes (1-5 µL) zu 45 μL Elektroporationszellen gegeben, das Gesamtvolumen in die 
gekühlten Elektroporationsküvetten überführt und einem Spannungsimpuls von 2500 V ausgesetzt. 
Sofort wurden 1 mL des vorgewärmten SOC-Mediums in die Küvette überführt und vorsichtig 
vermischt. Darauf folgten 45 bis 60 Minuten phänotypische Expression bei 37 °C und 700 rpm in einem 
Thermomixer (Thermomixer compact, Eppendorf). Variable Volumina der transformierten 
Bakterienkultur wurden anschließend auf festem LB-Medium mit einer Ampicillin-Konzentration von 
100 µg mL-1 ausplattiert und über Nacht bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. 
2.4.8.2. TRANSFORMATION MITTELS HITZESCHOCK 
Die Transformation mittels Hitzeschock wurde in Anlehnung an das Protokoll von Cohen durchgeführt 
(COHEN ET AL., 1972). 2-5 µL des Transformationsansatzes wurden zu 45 µL chemisch kompetenten 
Zellen gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in einen 
Thermoblock gestellt für 90 Sekunden bei 42 °C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde erneut 
für 3 Minuten auf Eis gestellt und anschließend 1 mL vorgewärmtes SOC-Medium zugegeben. Die 
Zellen wurden bei 37 °C und 700 rpm für 45 Minuten inkubiert und variable Volumina auf festem LB-
Medium mit einer Ampicillin-Konzentration von 100 µg mL-1 ausplattiert und bei 37 °C über Nacht 
inkubiert. 
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2.4.9.1. ERSTELLEN VON PUNKTMUTATIONEN 
Für die Erstellung von Punktmutationen an definierten Stellen eines DNA-Abschnitts wurden 
überlappende Paare von Starter-Oligonukleotiden erzeugt. Diese enthielten das zu verändernde 
Basentriplett, wobei das zu mutierende Codon stets von mindestens drei komplementären Basen 
flankiert wurde. Mit diesen Oligonukleotiden wurde eine Standard-PCR unter Berücksichtigung der 
berechneten Schmelztemperaturen durchgeführt (Punkt 2.4.3.2). Die erhaltenen PCR-Produkte 
wurden mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel, Düren) gereinigt (Punkt 2.4.7.) und 
anschließend mittels Hitzeschock oder Elektroporation in E. coli-Zellen eingebracht (Punkt 2.4.8.). Nach 
anschließendem DpnI-Verdau folgte eine Reinigung der amplifizierten DNA-Fragmente sowie eine 
Transformation in E. coli TOP10. Eine Sequenzierung bestätigte das erfolgreiche Einbringen aller 
geplanten Mutationen. 
2.4.9.2. SÄTTIGUNGSMUTAGENESE 
Zur Durchführung einer Sättigungsmutagenese an definierten Stellen eines DNA-Abschnitts wurden 
überlappende Paare von Starter-Oligonukleotiden erstellt, welche das zu verändernde Basentriplett 
enthielten. Das zu randomisierende Triplett wurde durch die Basenabfolge NNK bzw. MNN ersetzt und 
von jeweils mindestens drei komplementären Basen flankiert. Mit diesen Oligonukleotiden wurde eine 
Standard-PCR unter Berücksichtigung der jeweiligen Schmelztemperaturen durchgeführt (Punkt 
2.4.3.2). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-
Nagel, Düren) gereinigt (Punkt 2.4.7.) und anschließend mittels Hitzeschock oder Elektroporation in  
E. coli-Zellen eingebracht (Punkt 2.4.8.). Direkt im Anschluss an die PCR-Reaktion wurde ein DpnI-
Verdau durchgeführt, um methylierte Ausgangs-DNA selektiv abzubauen und somit einer 
Überrepräsentation wildtypischer Codons entgegenzuwirken. 
 
Für die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurden jeweils 12 μL Plasmid-DNA und 3 μL  
10 µmol L-1 Oligonukleotide in einem Reaktionsgefäß gemischt. Die Sequenzierung wurde von der 
Firma Microsynth AG (Lindau, Deutschland) mittels Sanger-Sequenzierung durchgeführt. Alle für die 
Sequenzierungsreaktionen verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2-3 in Punkt 2.2.3. aufgeführt. 
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2.4.11.1. ELEKTRISCH KOMPETENTE ZELLEN 
Es wurde 1 L frisches LB-Medium hergestellt und sterilisiert (siehe Punkt 2.3.1.). Die jeweiligen  
E. coli-Stämme wurden frisch auf LB-Agar ausgestrichen und Vorkulturen in 5 mL LB-Medium 
angesetzt. Am nächsten Morgen wurden 250 mL steriles LB-Medium mit 500 µL der Bakterienvorkultur 
inokuliert und inkubiert, bis eine OD600 von 0,6 bis 0,9 erreicht wurde. Anschließend wurde der 
Kolbeninhalt in ein steriles Zentrifugationsgefäß gegeben und bei 4000 x g und einer Temperatur von 
4 °C 20 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand vorsichtig entfernt und in 250 mL 
eiskaltem, sterilen Wasser resuspendiert. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und das 
Zellsediment abermals in 250 mL sterilem, eiskalten Wasser resuspendiert. Nach erneuter 
Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und das Zellsediment in 20 mL eiskalter, 10 % (v/v) 
Glycerin aufgenommen und in ein steriles 50 mL-Reaktionsgefäß überführt. Nach einer weiteren 
zehnminütigen Zentrifugation bei 4 °C und 4000 x g wurde der Überstand erneut verworfen und das 
Sediment in 1 mL eiskalter, 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Jeweils 40 μL dieser Suspension wurden 
in Reaktionsgefäße abgefüllt, in flüssigem Stickstoff abgekühlt und anschließend bei -80 °C gelagert. 
2.4.11.2. CHEMISCH KOMPETENTE ZELLEN 
5 mL LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie des jeweiligen E. coli-Stammes inokuliert und über 
Nacht auf einem Schüttelinkubator bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Am nächsten Morgen 
wurden 100 mL LB-Medium mit der 100 µL Übernacht-Kultur inokuliert. Anschließend wurde die Kultur 
bei 37 °C inkubiert, bis eine optische Dichte von rund 0,5 erreicht wurde. Daraufhin wurden die Zellen 
in Eiswasser abgekühlt und bei 2700 x g und einer Temperatur von 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. 
Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in 33 mL eiskalter RF-1-Lösung resuspendiert, für 15 
Minuten auf Eis inkubiert und bei 580 x g bei 4 °C für 15 Minuten zentrifugiert. Eine Auflistung der 
Pufferkomponenten findet sich in Tabelle 2-12. Anschließend wurden das Zellpellet in 4 mL eiskalter 
RF-2-Lösung resuspendiert und erneut 15 Minuten auf Eis inkubiert. Jeweils 100 µL der 
resuspendierten Zellen wurden in sterile 1,5-mL Reaktionsgefäße abgefüllt, in flüssigen Stickstoff 
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TABELLE 2-12: ZUSAMMENSETZUNG RF-PUFFER ZUR HERSTELLUNG CHEMISCH KOMPETENTER ZELLEN. 
Puffer Komponente Konzentration 
RF-1  Rubidiumchlorid 100 mmol L-1 
(pH 5,8) MnCl2 x 2 H2O 50 mmol L-1 
 Kaliumacetat 30 mmol L-1 
 CaCl2 x 2H2O 10 mmol L-1 
 Glycerin  15 % (v/v) 
RF-2  MOPS  10 mmol L-1 
(pH 6,8) Rubidiumchlorid 10 mmol L-1 
 CaCl2 x 2 H2O  75 mmol L-1 
 Glycerin  15 % (v/v) 
 
2.5. BIOCHEMISCHE METHODEN 
 
Die pH-Werte der Puffersubstanzen wurden durch die Zugabe von Kaliumhydroxid (KOH) 
beziehungsweise Phosphorsäure (H3PO4) in unterschiedlichen Konzentrationen eingestellt.  
 
Proteine wurden in einem Polyacrylamid-Gel durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt. 
Hierbei wurde eine Acrylamid-Konzentration von 5 % (v/v) im Sammelgel und 12 % (v/v) im Trenngel 
gewählt. Die Zusammensetzungen der jeweiligen Gele sowie der eingesetzten Puffer und 
Färbelösungen sind in den Tabellen 2-13 und 2-14 aufgeführt. 
TABELLE 2-13: ZUSAMMENSETZUNG VON TRENNGEL (12%) UND SAMMELGEL (5%) DER SDS-PAGE. 
Komponente Sammelgel Trenngel 
Wasser 2075 µL 2500 µL 
Acrylamid-Mix 30% (v/v) 500 µL 3000 µL 
1,5 mol L-1 Tris-HCl (pH 8,8) - 1875 µL 
0,5 mol L-1 Tris-HCl (pH 6,8) 375 µL - 
SDS 10 % (w/v) 30 µL 75 µL 
APS 10 % (w/v) 30 µL 75 µL 
TEMED 3 µL 3 µL 
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TABELLE 2-14: ZUSAMMENSETZUNG DER FÜR DIE SDS-PAGE VERWENDETEN PUFFER- UND FÄRBELÖSUNGEN. 
Puffer Zusammensetzung pH-Wert 
Laufpuffer (5x) 125 mmol L-1 Tris 8,3 
 1 mol L-1 Glycin  
 1 g L-1 SDS  
Protein-Ladepuffer (4x) 0,25 mol L-1 Tris 6,8 
 40 % (v/v) Glycerin  
 20 % (v/v) Mercaptoethanol  
 8 % (m/v) SDS  
 0,1 % (m/v) Bromphenolblau  
Coomassie-Färbelösung 50 % (v/v) Methanol - 
 10 % (v/v) Eisessig  
 2,5 g L-1 Coomassie Brilliantblau   
 
Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proteine mit Protein-Ladepuffer gemischt und bei einer 
Temperatur von 95 °C über den Zeitraum von 10 Minuten denaturiert. Die Auftrennung der Proteine 
erfolgte bei 180 Volt über einen Zeitraum von 90 Minuten in einfach konzentriertem Laufpuffer. 
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine mit Coomassie-Färbelösung versetzt und für zirka 20 
Minuten unter kontinuierlichem Schwenken angefärbt. Nach erfolgter Färbung wurde das Gel in 
Wasser überführt und unter kontinuierlichem Schwenken entfärbt. 
 
2.5.3.1. PROTEINQUANTIFIZIERUNG MITTELS BCA-METHODE 
Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde mit Hilfe des Pierce® BCA Protein Assay Kitsystems 
der Firma Thermo Scientific entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgeführt. Mittels der 
Messung definierter Konzentrationen von Rinderserumalbumin (BSA) wurde eine Kalibriergerade 
erstellt, welche die Bestimmung des Gesamtproteingehalts ermöglicht. Die Messung des 
entstehenden violetten Farbstoffs erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm. 
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2.5.3.2. PROTEINQUANTIFIZIERUNG MITTELS SPEKTRALPHOTOMETER 
Die photometrische Bestimmung des Gesamtproteingehalts erfolgte mittels NanoDrop ND-1000 
(Wilmington, USA). Hierzu wurde ein Probevolumen von 1-2 µL auf das Spektrophotometer 
aufgebracht und bei verschiedenen Wellenlängen (280 nm, 260 nm und 230 nm) gegen eine geeignete 
Blindprobe vermessen.  
 
2.5.4.1. ZELLAUFSCHLUSS MITTELS ULTRASCHALL 
Zur Überprüfung der Aktivität von Enzymen wurde ein Zellaufschluss im 2 mL-Maßstab durchgeführt. 
Hierbei wurde die OD600 der induzierten Hauptkulturen vereinheitlichend auf einen Wert von 50 
eingestellt. Anschließend wurden der Zellsuspension eine Spatelspitze DNaseI hinzugefügt und jeweils 
2 mL in Reaktionsgefäße überführt. Der Zellaufschluss wurde anschließend mittels Ultraschall-
Homogenisator (30 Sekunden gefolgt von 30 Sekunden Pause; Amplitude 0,6 bei 100% Leistung) 
durchgeführt. Dieser Zyklus wurde drei Mal wiederholt. Der Rohextrakt wurden dauerhaft auf Eis 
gelagert und anschließend bei 20000 x g und einer Temperatur von 4 °C für zwei Stunden zentrifugiert. 
Die lösliche Fraktion wurde auf Eis gelagert und für enzymatische Reaktionen eingesetzt.  
2.5.4.2. ZELLAUFSCHLUSS MITTELS FRENCH-PRESS 
In Vorbereitung der Reinigung von Enzymen mittels Affinitätschromatographie wurde ein 
Zellaufschluss mittels French-Press durchgeführt. Hierzu wurden die induzierten Hauptkulturen 
zentrifugiert (4000 x g, 4 °C, 10 min) und das Zellpellet anschließend in 20 mL 50 mmol L-1 KPi-Puffer 
(pH 7,0) aufgenommen. Anschließend wurden der Protease-Inhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid 
(PMSF, Endkonzentration 1 mmol L-1) sowie eine Spatelspitze DNaseI hinzugegeben.  
Der Zellaufschluss erfolgte anschließend in mindestens zwei Zyklen bei einem Druck von 1200 Pfund 
pro Quadratzoll. Der erhaltene Rohextrakt wurde anschließend für zwei Stunden bei 20000 x g und 
einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Die lösliche Fraktion wurde für die Proteinreinigung 
eingesetzt. 
2.5.4.3. ENZYMATISCHER ZELLAUFSCHLUSS MITTELS LYSOZYM 
Ein enzymatischer Zellaufschluss mittels Lysozym-Behandlung wurde in Vorbereitung der 
Durchmusterung von Mutanten in Mikrotestplatten durchgeführt. Hierzu wurden die induzierten 
Zellen der bei -20 °C gelagerten Mikrotestplatten bei Raumtemperatur aufgetaut und anschließend auf 
Eis gelagert. In jede Vertiefung der Platte wurden 10 µL Lysepuffer (0,9 mg mL-1 Lysozym;  
0,09 mg mL-1 DNaseI; 5 mL KPi-Puffer 100 mmol L-1, pH 8,0) pipettiert und gemischt. Anschließend 
erfolgte eine Inkubation im Kühlraum bei einer Temperatur von 4 °C auf einem Schüttler bei 600 rpm. 
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2.5.5.1. REINIGUNG DES PROTEINS MITTELS NICKEL-AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE 
Die Lyse der Zellen fand wie in Punkt 2.5.4. beschrieben mittels French-Press statt. Die lösliche Fraktion 
des Rohextrakts wurde für die Proteinreinigung eingesetzt. Alle für die Reinigung benötigten Puffer 
(siehe Tabelle 2-15) wurden vor Benutzung filtriert (Whatman OE66; Porengröße 0,2 µm) und für 15 
Minuten mittels Ultraschall entgast. Die Lagerung der Puffer erfolgte bei 4 °C in einem Kühlraum. 
TABELLE 2-15: ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFERLÖSUNGEN FÜR DIE NICKEL-AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE. DIE LAGERUNG DER 
PUFFER ERFOLGTE BIS ZUM GEBRAUCH BEI EINER TEMPERATUR VON 4°C.  
Komponente Waschpuffer (pH 7,0) Elutionspuffer (pH 7,5) 
KPi 50 mmol L-1 50 mmol L-1 
Natriumchlorid 500 mmol L-1 500 mmol L-1 
Imidazol - 500 mmol L-1 
 
 
Es folgte eine Auftrennung der Proteine mittels Nickel-Affinitätschromatographie über ein ÄKTA-FPLC-
System unter Nutzung einer HisTrap FF crude-Säule (GE Healthcare, Chalfont St Giles, Großbritannien). 
Sämtliche Schritte wurden in einem Kühlraum bei einer Temperatur von 4 °C durchgeführt. Zu Beginn 
wurde die Säule mit vier Säulenvolumina Waschpuffer äquilibriert, anschließend wurde der 
Proteinrohextrakt in das FPLC-System überführt. Die Beladung der Chromatographiesäule erfolgte mit 
einer Flussrate von 1 mL min-1. Der Durchfluss wurde in 5 mL-Reaktionsgefäßen mittels eines 
Fraktionssammlers aufgefangen. Die Elutionsfraktionen wurden auf Aktivität überprüft (Punkt 2.6.1.), 
Fraktionen mit der stärksten Aktivität wurden zusammengefasst, für 16 Stunden gegen 50 mmol L-1 
KPi-Puffer (pH 7,0) dialysiert und mit dem gleichen Volumen 80 % (v/v) Glycerin versetzt. Das gereinigte 
Enzym wurde bei -20 °C gelagert. 
2.5.5.2. REINIGUNG DES PROTEINS MITTELS INTEINVERMITTELTER CHITIN-
AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE 
Die Reinigung von Proteinen mittels inteinvermittelter Chitin-Affinitätschromatographie fand mittels 
des IMPACT-Systems (New England Biolabs, Ipswich, USA) statt. Alle für die Reinigung benötigten 
Puffer (siehe Tabelle 2-16) wurden vor Benutzung filtriert (Whatman OE66; Porengröße 0,2 µm), für 
15 Minuten mittels Ultraschall entgast und bei 4 °C gelagert. Zu Beginn der Reinigung wurde eine leere 
Säule (Säulenvolumen 5 mL) mit Chitin-Säulenmaterial (New England Biolabs, Ipswich, USA) befüllt und 
anschließend mit 5 Säulenvolumen Säulenpuffer gespült. 
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TABELLE 2-16: ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFERLÖSUNGEN FÜR DIE CHITIN-AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE. DIE LAGERUNG DER 
PUFFER ERFOLGTE BIS ZUM GEBRAUCH BEI EINER TEMPERATUR VON 4°C. 
Komponente Säulenpuffer (pH 8,5) Spleißpuffer (pH 8,5) 
Tris-HCl 20 mmol L-1 20 mmol L-1 
Natriumchlorid 500 mmol L-1 500 mmol L-1 
EDTA 1 mmol L-1 1 mmol L-1 
Tween 20 0,2 % (v/v) - 
PMSF 20 µmol L-1 - 
DTT / β-Mercaptoethanol - 50 mmol L-1 
 
Die Reinigung fand nach Herstellerangaben statt, für die Spülschritte wurde eine Membranpumpe 
verwendet, welche eine konstanten Flussrate von 1 mL min-1 gewährleistete. Sämtliche Schritte 
wurden in einem Kühlraum bei einer Temperatur von 4 °C durchgeführt. Die Inkubation mit 
Spleißpuffer erfolgte über einen Zeitraum von 20 Stunden bei einer Temperatur von 22 °C. Die 
Elutionsfraktionen wurden auf Aktivität überprüft (Punkt 2.6.1.), Fraktionen mit der stärksten Aktivität 
wurden zusammengefasst und entweder gegen 50 mmol L-1 KPi-Puffer (pH 7,0) dialysiert oder für eine 
Größenausschlusschromatographie verwendet (Punkt 2.5.5). Das gereinigte Enzym wurde 
anschließend 1:1 mit 80 % (v/v) Glycerin versetzt und bei -20 °C gelagert. 
2.5.5.3. REINIGUNG VON ENZYMEN MITTELS HITZEFÄLLUNG 
Thermostabile Enzyme wie die ADH-A wurden mittels Hitzefällung gereinigt. Eine in Vorarbeiten 
erstellte ADH-A-enthaltende Hauptkultur von E. coli BL21 (DE3) im Gesamtvolumen von 250 mL wurde 
zunächst zentrifugiert (4000 x g, 4 °C, 15 Minuten). Das Zellpellet wurde in 25 mL 100 mmol L-1 
Natriumphosphatpuffer mit 0,01 mmol L-1 ZnCl aufgenommen und mittels French-Press 
aufgeschlossen. Der erhaltene Rohextrakt wurde für 50 Minuten bei einer Temperatur von 70 °C im 
Wasserbad inkubiert. Zelltrümmer und denaturierte Proteine wurde mittels Zentrifugation  
(20.000 x g, 4 °C, 120 Minuten) abgetrennt und die lösliche Enzymfraktion separiert. Nach Abschluss 
der Reinigung wurde die Enzymlösung für 24 Stunden in einem Kühlraum bei einer Temperatur von 4 
°C gegen 50 mmol L-1 KPi-Puffer (pH 7,0) dialysiert. Das gereinigte Enzym wurde direkt für enzymatische 
Reaktionen eingesetzt oder bei 4 °C gelagert.  
 
Eine weiterführende Reinigung der durch Affinitätschromatographie gereinigten Enzyme wurde 
mittels Größenausschlusschromatographie durchgeführt. Hierfür wurde eine HiLoad 16/60 Superdex 
75 prep grade-Gelfiltrationssäule GE Healthcare (Chalfont St Giles, Großbritannien) verwendet. 
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Ausgewählte Elutionsfraktionen wurden auf die Säule aufgetragen und mit 50 mmol L-1 
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) eluiert. Die maximale Flussrate betrug 1 mL min-1.  
2.6. ENZYMATISCHE TESTVERFAHREN 
 
Für die Berechnung der Enzymaktivität erfolgte zunächst eine photometrische Bestimmung der 
Extinktionsänderung bei einer Wellenlänge von 340 nm mittels eines Spektralphotometers über einen 
definierten Zeitraum. Die Berechnung der volumetrischen Aktivität AV (U ml-1) erfolgte nach Formel 1. 
FORMEL 1: 𝐴𝑣 =  
Δ𝐸 𝑚𝑖𝑛−1 ∙ 𝑉𝐺𝑒𝑠
𝑉 𝐸 ∙ 𝜀 𝑁𝐴𝐷 ∙ 𝑑
 
 
ΔE min-1:  Veränderung der Extinktion innerhalb einer Minute  
Vges:   Gesamtvolumen der Enzymreaktion  
VE:   Für die Enzymreaktion eingesetztes Volumen an Enzymlösung  
εNAD:   Molarer Extinktionskoeffizient von NAD+/NADP+ (6220 L mol-1 cm-1) 
d:   Schichtdicke der Küvette in cm 
 
Zur Berechnung der spezifischen Aktivität (U mg-1) eines Enzyms wurde die berechnete volumetrische 
Aktivität AV durch die mittels BCA-Assay bestimmte Proteinkonzentration (Punkt 2.5.2.) dividiert. 
 
Im Zuge dieser Arbeit wurden die Enzymaktivitäten von Formiatdehydrogenasen und 
Leucindehydrogenasen photometrisch bestimmt. Sofern nicht anders beschrieben, wurde zur 
Bestimmung der Enzymaktivität von Formiatdehydrogenasen im 1 mL-Maßstab die Oxidationsreaktion 
gemessen. Hierzu wurde der in der Tabelle 2-17 aufgeführte Reaktionsansatz verwendet. Die Reaktion 
wurde stets durch Zugabe des Enzyms gestartet.  
TABELLE 2-17: PIPETTIERSCHEMA DES FORMIATDEHYDROGENASE-AKTIVITÄTSTESTS (OXIDATION VON FORMIAT).  
DAS GESAMTVOLUMEN DES ANSATZES BETRUG 1 ML. 
Komponenten Eingesetztes Volumen Endkonzentration 
NAD+ (100 mmol L-1) 10 µL 1 mmol L-1 
Kaliumphosphat-Puffer (1 mol L-1, pH 7,0)  100 µL 100 mmol L-1 
Kaliumformiat (1 mol L-1) 100 µL 100 mmol L-1 
Enzymlösung 1-5 µL - 
dH2O ad. 1 mL - 
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Der linear verlaufende Teil der Reaktion wurde zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit des 
Enzyms herangezogen. Die Messung erfolgte in einem Photometer (DR-3000, Hach-Lange) über einen 
Zeitraum von 1-2 Minuten bei Raumtemperatur und einer Wellenlänge von 340 nm. Alle Messungen 
wurden im Triplikat durchgeführt. Analog dazu erfolgte die Bestimmung der Enzymaktivität von Leucin-
Dehydrogenasen. Sofern nicht anders beschrieben, wurde hier die Reduktion von Trimethylpyruvat zu 
L-tert-Leucin gemessen. Hierzu wurde der in folgender Tabelle 2-18 aufgeführte Reaktionsansatz 
pipettiert. Alle Messungen wurden im Triplikat bei Raumtemperatur durchgeführt. 
TABELLE 2-18: PIPETTIERSCHEMA DES LEUCIN-DEHYDROGENASE-AKTIVITÄTSTESTS. DAS GESAMTVOLUMEN DES ANSATZES BETRUG 
1 ML. 
Komponenten Eingesetztes Volumen Endkonzentration 
NADH (4 mmol L-1) 62,5 µL 0,25 mmol L-1 
TEA (0,5 mol L-1, pH 8,5)  200 µL 100 mmol L-1 
Ammoniumformiat (1 mol L-1) 200 µL 200 mmol L-1 
Trimethylpyruvat (0,5 mol L-1) 20 µL 10 mmol L-1 
Enzymlösung 2,5 µL - 
dH2O ad. 1 mL - 
 
In eine sterile Mikrotestplatte wurden 290 µL Substratlösung pipettiert (100 mmol L-1 KPi-Puffer, 100 
mmol L-1 Kaliumformiat; 0,5 mmol L-1 NAD+ oder NADP+; pH 7,0). Hierzu wurden zügig 10 µL Rohextrakt 
(siehe Punkt 2.5.3.3.) gegeben und damit die enzymatische Reaktion gestartet. Die Messung der 
Enzymaktivität erfolgte in einem Multiplatten-Photometer (TECAN Infinite M 200). Die Messung der 
Absorption bei einer Wellenlänge von 340 nm fand über einen Zeitraum von fünf Minuten bei 
Raumtemperatur statt. 
 
Zur Überprüfung der Thermostabilität von Enzymen wurden jeweils 20 µg Enzym in PCR-
Reaktionsgefäße überführt und anschließend für 20 Minuten verschiedenen Temperaturen ausgesetzt. 
Anschließend wurden die inkubierten Enzymlösungen auf Eis gelagert und die Restaktivität 
photometrisch bestimmt (siehe Punkt 2.6.2.). Zusätzlich zur Bestimmung der Restaktivität nach 
Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen wurden die Stabilitäten der Wildtypen der NAD-
abhängigen Formiatdehydrogenasen mittels Tycho Spektrofluorometer überprüft. Die Bestimmung 
erfolgte in einer 1:4-Verdünnung gemäß Herstellerangaben. 
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Zur Überprüfung der Stabilität von Enzymen gegenüber organischen Lösungsmitteln wurden definierte 
Volumina an Enzymlösung diesen vermischt und in einem Rollinkubator über einen Zeitraum von 180 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben aus der 
enzymenthaltenden wässrigen Phase entnommen und auf Restaktivität überprüft (siehe Punkt 2.6.2.).  
 
Die potentielle Inhibierung von Enzymen in Anwesenheit von Schwermetallionen wurde bei einer 
Konzentration von 1 mmol L-1 der jeweiligen Metallionen untersucht vergleichend zu einer 
Negativkontrolle, welche keinerlei Metallionen enthielt. Zum einen wurde die direkte 
Aktivitätsabnahme durch Metallionen (1 mmol L-1) bei Standardbedingungen bestimmt (siehe Punkt 
2.6.2.). Weiterhin wurden Enzymlösungen mit Schwermetallionen für 24, 48 und 96 Stunden bei 4 °C 
inkubiert und anschließend die Restaktivität der Enzyme vergleichend zu einer Negativkontrolle 
bestimmt.  
 
Um die Effektivität von NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen für die Cofaktor-Regenerierung zu 
bestimmen, wurden zwei unterschiedliche Systeme eingesetzt. Zum einen wurde ein System 
bestehend aus einer Formiatdehydrogenase und einer Leucin-Dehydrogenase eingesetzt. Ein weiteres 
System bestand aus einer Formiat-Dehydrogenase und einer Alkoholdehydrogenase. 
2.6.3.1. COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM LEUCIN-DEHYDROGENASE & 
FORMIATDEHYDROGENASE 
Für die Untersuchung wurde der in Tabelle 2-19 aufgelistete Reaktionsansatz verwendet. Das 
Gesamtvolumen jedes Reaktionsansatzes betrug jeweils 5 mL. Als Reaktionsgefäß dienten 
Borosilikatgläser, welche jeweils einen Magnetrührstab enthielten. Für jede Enzymvariante wurde der 
Versuch im Triplikat durchgeführt. Die Reaktion wurde auf einer Magnetrührplatte bei 
Raumtemperatur durchgeführt, zu definierten Zeitpunkten wurden Proben zu je 300 µL entnommen. 
Die Probe wurde keiner weiteren Bearbeitung unterzogen und anschließend mittels HPLC analysiert 
(siehe Punkt 2.6.9.). Eine mitgeführte Negativkontrolle enthielt keine FDH.  
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TABELLE 2-19: COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM BESTEHEND AUS FORMIATDEHYDROGENASE (RJFDH ODER CBFDH) UND 
LEUCIN-DEHYDROGENASE (LEUDH). DAS GESAMTVOLUMEN JEDES ANSATZES BETRUG 5 ML.  
Komponenten Eingesetztes Volumen Endkonzentration 
NAD+ (10 mmol L-1) 125 µL 0,25 mmol L-1 
TEA (0,5 mol L-1; pH 8,5)  1000 µL 100 mmol L-1 
Ammoniumformiat (1 mol L-1) 1000 µL 200 mmol L-1 
Trimethylpyruvat (0,5 mol L-1) 100 µL 10 mmol L-1 
RjFDH / CbFDH Variabel 25 / 50 / 75 µg mL-1 
LeuDH Variabel 75 µg mL-1 
dH2O ad. 5 mL - 
 
2.6.3.2. COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM ALKOHOL-DEHYDROGENASE (ADH-A) & 
FORMIATDEHYDROGENASE 
Für die Untersuchung wurde der in Tabelle 2-20 aufgelistete Reaktionsansatz verwendet. Das 
Gesamtvolumen jedes Reaktionsansatzes betrug jeweils 5 mL. Als Reaktionsgefäß dienten 
Borosilikatgläser, welche jeweils einen Magnetrührstab enthielten. Für jede Enzymvariante wurde der 
Versuch im Triplikat durchgeführt. Die Reaktion wurde auf einer Magnetrührplatte bei 
Raumtemperatur durchgeführt, zu definierten Zeitpunkten wurden Proben zu je 300 µL entnommen. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von 300 µL Ethylacetat. Nach gründlichem Durchmischen wurde die 
organische Phase entnommen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und 200 µL Probe in GC-Gefäße 
überführt. Das Reaktionsprodukt (S)-1-Phenylethanol wurde anschließend mittels GC analysiert (siehe 
Punkt 2.6.10.).   
 TABELLE 2-20: COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM BESTEHEND AUS FORMIATDEHYDROGENASE (RJFDH ODER CBFDH) UND 
ALKOHOLDEHYDROGENASE A (ADH-A). DAS GESAMTVOLUMEN JEDES ANSATZES BETRUG 5 ML. DIE 
Komponenten Eingesetztes Volumen Endkonzentration 
NAD+ (10 mmol L-1) 125 µL 0,25 mmol L-1 
KPi (1 mol L-1; pH 7,0)  500 µL 100 mmol L-1 
Kaliumformiat (1 mol L-1) 500 µL 100 mmol L-1 
Acetophenon  14,5 µL 25 mmol L-1 
RjFDH / CbFDH Variabel 25 / 50 / 75 µg mL-1 
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ADH-A Variabel 50 µg mL-1 
dH2O ad. 5 mL - 
 
2.6.8. ENZYMATISCHE REDUKTION VON KOHLENSTOFFDIOXID 
Die enzymatische Reduktion von Kohlenstoffdioxid zu Formiat durch Formiatdehydrogenasen wurde 
im 1 mL-Maßstab bei 25 °C photometrisch gemessen. Als CO2-Quelle diente Natriumhydrogencarbonat 
(NaHCO3). Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist Tabelle 2-21 zu entnehmen. Die Abnahme 
der Konzentration des reduzierten Cofaktors (NADH / NADPH) wurde bei 340 nm mittels eines 
Photometers (Cary 60, Agilent, Santa Clara, USA) gemessen. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz 
ohne Enzym, um eine eventuelle nicht-enzymatische Zersetzung von NADH bei niedrigeren pH-Werten 
zu überprüfen. 
TABELLE 2-21: PIPETTIERSCHEMA DES FORMIATDEHYDROGENASE-AKTIVITÄTSTESTS (REDUKTION VON CO2). DAS GESAMTVOLUMEN 
DES ANSATZES BETRUG 1 ML. DIE KONZENTRATION DER RJFDH-STAMMLÖSUNG BETRUG 3,4 MG ML-1, DIE DER CBFDH-
STAMMLÖSUNG BETRUG 8,0 MG ML-1.  
Komponenten Eingesetztes Volumen Endkonzentration 
KPi (1 mol L-1; pH 5,5-7,0)  100 µL 100 mmol L-1 
NaHCO3 (1 mol L-1) 100 µL 100 mmol L-1 
NADH / NADPH (100 mmol L-1) 14,5 µL 0,25 mmol L-1 
RjFDH / CbFDH 50 µL - 





Hochleistungsflüssigkeitschromatographie wurde zur quantitativen Analyse der Bildung von L-tert-
Leucin im Zuge von Cofaktor-Regenerierungssystemen angewendet. Die Bildung von L-tert-Leucin 
wurde indirekt über die Abnahme des Edukts Trimethylpyruvat über die Zeit bestimmt. Zur 
Verwendung kam ein KNAUER-HPLC-System (UV-Detektor 2500, Pump 1050, Autosampler 3950).  
Die zu definierten Zeitpunkten genommenen Proben aus dem Reaktionsansatz (siehe Punkt 2.6.7.1.) 
wurden zunächst 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, um die enzymatische Reaktion abzustoppen. 
Anschließend wurden die Proben 5 Minuten bei 4 °C und 14000 x g zentrifugiert, der Überstand in 
HPLC-Gefäße überführt und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert.  
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Als mobile Phase für die Analyse wurden 25 mmol L-1 NH4H2PO4 (pH 6,0) mit 10 % (v/v) Acetonitril bei 
einer Flussrate von 0,8 mL min-1 verwendet. Für die Trennung der Reaktionsprodukte wurde die Säule 
LiChrosorb RP-18 Hibar® RT 250-4 (Supelco Inc, Bellefonte, USA) bei einer Temperatur von 30 °C 
eingesetzt. Das Injektionsvolumen jeder Probe betrug 20 µL. Die Messung der Absorption fand bei 
einer Wellenlänge von 205 nm über einen Zeitraum von 14 Minuten statt. Die Detektion von 
Trimethylpyruvat erfolgte nach einer Retentionszeit von 6,8 Minuten. Zur Quantifizierung der 
Substratmenge wurde eine Kalibriergerade für die Detektion von TMP erstellt, indem unterschiedliche 
Substratkonzentrationen von 0,5 mmol L-1 bis 20 mmol L-1 bei einer Wellenlänge von 205 nm gemessen 
wurden (Abbildung 2-22).  
 
ABBILDUNG 2-22: KALIBRIERGERADE FÜR DIE DETEKTION VON TRIMETHYLPYRUVAT.  
 
Gaschromatographie wurde zur quantitativen Analyse der Bildung von (S)-1-Phenylethanol im Zuge 
des Cofaktor-Regenerierungssystems mit ADH-A angewendet. Genutzt wurde ein GC2010-Plus 
(Shimadzu) mit Flammenionisationsdetektor. Zur Trennung von Reaktionsprodukten wurde die Säule 
Hydrodex γ DiMOM (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) bei einer Temperatur von 115 Grad 
eingesetzt. Das Injektionsvolumen betrug je 2 μL. Als Trägergas für die Analyse wurde Stickstoff 
eingesetzt. Die zu definierten Zeitpunkten aus dem Reaktionsansatz (siehe Punkt 2.6.7.2.) 
genommenen Proben (300 µL) wurden zunächst mit 300 µL Ethylacetat überschichtet und gründlich 
gemischt. Die organische Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit einer geringen 
Menge Magnesiumsulfat getrocknet. Der Überstand wurde in GC-Gefäße überführt und bis zur Analyse 
bei 4 °C gelagert. Die Detektion von (S)-1-Phenylethanol erfolgte nach einer Retentionszeit von 7,83 
Minuten. Eine Kalibriergerade für die Detektion von (S)-1-Phenylethanol wurde erstellt, indem 
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2.8. BIOINFORMATISCHE METHODEN 
 
Für die Erstellung von Nukleotid- bzw. Proteinsequenz-Alignments, die Planung von Starter-
Oligonukleotiden für die PCR-Reaktion, die Überprüfung von DNA-Sequenzierungen sowie die Planung 
von Mutagenese-Experimenten wurden die Computerprogramme „Clone Manager“ (Version 9, 
Professional Edition) und „Serial Cloner“ (Version 2.6.1) verwendet. Für die Suche nach 
uncharakterisierten Formiatdehydrogenasen wurde das Online-Programm „BLAST“ 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) verwendet (CAMACHO ET AL., 2009). Mittels einer 
Ausgangssequenz wurden Untersuchungen der Sequenzidentität zwischen verschiedenen FDH-
Varianten durchgeführt.  
 
Untersuchungen der Proteinstruktur sowie deren Visualisierung wurden mittels des 
Computerprogramms „UCSF Chimera“ (Version 1.14, http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) 
durchgeführt. Weiterhin wurde das Programm zur Planung von strukturellen Mutagenesen von 
Enzymen, für in silico-Superpositionierungen verschiedener Enzyme sowie für Cofaktor-
Dockingversuche verwendet. Für die Dockingversuche wurde der Algorithmus „AutoDock Vina“ 
verwendet (TROTT UND OLSON, 2010).  
 
Theoretische Berechnungen chemischer und physikalischer Parameter wie z.B. Molekulargewicht, 
isoelektrischer Punkt (pI) oder prozentuale Aminosäurezusammensetzung wurden auf Basis der 
Aminosäuresequenz mittels des Online-Tools „ProtParam“ (https://web.expasy.org/protparam/) 
durchgeführt. Für die Bestimmung von Molekulargewicht und pI wurde weiterhin das Online-Tool 
„Compute pI/Mw“ (http://web.expasy.org/compute_pi/) verwendet. Putative FDH-Sequenzen 
wurden mittels der Online-Tools „SCOPe“ (http://scop.berkeley.edu/) und „Superfamiliy 1.75“ 
(http://supfam.org/SUPERFAMILY/index.html) auf das Vorhandensein von für FDH typische Domänen 
überprüft. Untersuchungen zur Ausbildung von Disulfidbrücken innerhalb eines Monomers der 
Formiatdehydrogenasen wurden mittels des Online-Tools „DISULFIND“ (http://disulfind.dsi.unifi.it) 
nach Eingabe der Aminosäuresequenz durchgeführt (CERONI ET AL., 2006). Die Vorhersage potentieller 
Aminosäurereste für die Veränderung der Cofaktor-Spezifität wurde mittels des Online-Tools „CSR-
SALAD“ durchgeführt (CAHN ET AL., 2017). Als Strukturdatei wurde ein mittels SWISS-MODEL erstelltes 
Homologiemodell der RjFDH basierend auf der Kristallstruktur der FDH aus Pseudomonas sp. 101 (PDB-
ID: 2NAD) verwendet. 
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Zur Modellierung von Proteinstrukturen der RjFDH sowie deren Mutanten sowie weiterer FDH-
Varianten aus anderen Organismen wurde das Online-Tool „SWISS-MODEL“ (WATERHOUSE ET AL., 2019; 
https://swissmodel.expasy.org/) eingesetzt. Darüber hinaus wurde für die Erstellung weiterer 
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
3.1. IDENTIFIZIERUNG HOCHAKTIVER NAD-ABHÄNGIGER 
FORMIATDEHYDROGENASEN 
 
Ausgangspunkt für die Suche nach uncharakterisierten, potentiell hochaktiven FDH-Varianten war die 
bioinformatische Suche nach in Datenbanken hinterlegten Sequenzen NAD-abhängiger 
Formiatdehydrogenasen mittels des Online-Tools BLASTp. Drei verschiedene Aminosäuresequenzen 
wurden als Vorlage für die Datenbanksuche verwendet: die Sequenzen der NAD-abhängigen 
Formiatdehydrogenase aus Ancylobacter aquaticus (AaFDH), aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) sowie 
Thiobacillus sp. KNK65MK (TsFDH). Die Auswahl dieser Matrizensequenzen liegt in den erhöhten 
spezifischen Aktivitäten sowie Stabilitäten dieser Enzymvarianten begründet (siehe Tabelle 3-1). Es 
wurde angenommen, dass neue FDH-Varianten mit hohen Sequenzidentitäten zu den 
Matrizensequenzen ebenfalls eine gegenüber dem Standardenzym gesteigerten Aktivität aufweisen. 
Aufgrund des lückenhaften Wissens über die Ursachen der unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten 
der FDH wurde die Vermutung angestellt, dass bestimmte Sequenzbereiche, welche für eine höhere 
spezifische Aktivität verantwortlich sind, ebenfalls in neuen Enzymvarianten auftreten und diese daher 
auch eine höhere spezifische Aktivität verglichen zum Standardenzym aus C. boidinii (CbFDH) 
aufweisen.  
TABELLE 3-1: MAXIMALE REAKTIONSGESCHWINDIGKEITEN (VMAX) UND TM-WERTE DER ALS VORLAGE FÜR DIE BIOINFORMATISCHE 
SUCHE NACH NEUEN NAD-ABHÄNGIGEN FORMIATDEHYDROGENASEN GENUTZTEN VARIANTEN SOWIE DES REFERENZENZYMS 
CANDIDA BOIDINII. DER TM-WERT BESCHREIBT DIE TEMPERATUR, BEI WELCHER 50% RESTAKTIVITÄT DES ENZYMS BESTIMMT WURDE, 
UND DIENT ALS MAß DER THERMOSTABILITÄT VON ENZYMEN.  
Ursprungsorganismus Vmax (U mg-1) Tm (°C) Referenz 
Candida boidinii 
(Referenzenzym) 
6,0 [1] 56,8 [2] 
[1] SLUSARCZYK ET AL., 2000 
[2] FELBER, 2001 
Ancylobacter aquaticus 10  53  NANBA ET AL., 2003a 
Pseudomonas sp. 101 10 [3] 63 [4] 
[3] TISHKOV ET AL., 1993 
[4] FEDORCHUK ET AL., 2002 
Thiobacillus sp. KNK65MK 7,5  52,5  NANBA ET AL., 2003b 
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Die AaFDH, welche als erste Matrizensequenz fungierte, weist mit einer spezifischen Aktivität von 9,5-
10 U mg-1 bei 30 °C eine deutlich höhere Aktivität gegenüber dem Standardenzym aus C. boidinii (6,0 - 
6,3 U mg-1 bei 30 °C) auf (SLUSARCZYK ET AL., 2000; LABROU ET AL., 2000; FELBER, 2001; NANBA ET AL., 2003a; 
TISHKOV UND POPOV, 2004). Die rekombinant erzeugte AaFDH wurde in einem vergleichenden 
Aktivitätsassay mit den bekanntesten beschriebenen FDH-Varianten als die mit Abstand aktivste 
Variante für die Oxidation von Formiat zu CO2 in einem pH-Bereich von 5,5 bis 7,0 identifiziert (CHOE ET 
AL., 2014). Als zweite Vorlage wurde die NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Pseudomonas sp. 
101 (PseFDH) verwendet. Die PseFDH weist mit einer spezifischen Aktivität von 10 U mg-1 eine ähnlich 
hohe Aktivität wie die AaFDH auf, besitzt jedoch ein höheres Temperaturoptimum sowie eine höhere 
Stabilität als AaFDH sowie das Standardenzym aus C. boidinii (TISHKOV ET AL., 1993; FEDORCHUK ET AL., 
2002; TISHKOV UND POPOV, 2006). Die dritte Matrizensequenz, die Enzymvariante aus Thiobacillus sp. 
KNK65MK (TsFDH), wies mit einer spezifischen Aktivität von 7,5 U mg-1 ebenfalls eine höhere Aktivität 
als das Standardenzym aus C. boidinii auf (NANBA ET AL., 2003b). Darüber hinaus wurde die TsFDH als 
aktivste bekannte NAD-abhängige Formiatdehydrogenase für die Reduktion von CO2 zu Formiat 
identifiziert (CHOE ET AL., 2014; CHOE ET AL., 2015). Es sollte überprüft werden, ob eine Auswahl von 
Enzymen mit Sequenzähnlichkeiten zu der TsFDH ebenfalls eine erhöhte Aktivität für die CO2-Fixierung 
aufweisen, um somit ein neues Enzym zu identifizieren, welches gleichzeitig höhere spezifische 
Aktivitäten für die Oxidations- und Reduktionsreaktion aufweist. 
KRITERIEN DER DATENBANKBASIERTEN AUSWAHL 
Für die Auswahl der Sequenzen wurden folgende Kriterien vereinbart: 
 Es sollten ausschließlich Formiatdehydrogenasen aus obligat aeroben Bakterien in die Auswahl 
einbezogen werden. 
NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen bakteriellen Ursprungs weisen eine durchschnittlich 1,7-fach 
höhere spezifische Aktivität als Enzyme aus methylotrophen Hefen auf, zu denen auch C. boidinii 
gehört (SEROV ET AL., 2002; TISHKOV UND POPOV, 2004). Weiterhin weisen diese eine höhere Stabilität als 
Formiatdehydrogenasen aus anderen Organismen auf, was vermutlich in einer Verlängerung der  
N-terminalen Region der Enzyme begründet liegt (TISHKOV UND POPOV, 2004). Die genauen molekularen 
Ursachen für diese Unterschiede in der spezifischen Aktivität sind bislang noch ungeklärt. Aufgrund 
dieser Charakteristika wurden lediglich Enzymvarianten aus bakteriellen Quellen ausgewählt. 
Zusätzlich wurden lediglich bakterielle Ursprungsorganismen mit aerober Lebensweise gewählt, um 
potentiell sauerstofflabile Enzyme von der Selektion auszuschließen. Mittels des Online-Tools 
„Superfamiliy“ (http://supfam.org/SUPERFAMILY/index.html) wurden die Sequenzen auf das 
Vorhandensein von konservierter Proteindomänen untersucht. Es wurden lediglich Aminosäure-
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sequenzen in die Auswahl einbezogen, welche sowohl die katalytische Domäne einer 
Formiatdehydrogenase („Formate/glycerate dehydrogenase catalytic domain-like“) als auch eine 
Nicotinamidadenindinukleotid-bindende Rossmann-Faltung („NAD(P)-binding Rossmann-fold 
domains“) aufwiesen. Als Maß für die Vertrauenswürdigkeit der bioinformatischen Zuordnung 
einzelner Sequenzbereiche zu putativen Domänen diente der für jede Operation angegebene E-Wert. 
Der Wert ist ein Maß für die Wahrscheinlichkeit, dass diese Zuordnung lediglich zufällig zustande 
gekommen ist. Je stärker sich der E-Wert dem Wert 0 annähert, desto unwahrscheinlicher ist ein 
zufälliges Zustandekommen der Ergebnisse. Lediglich Zuordnungen mit einem E-Wert von unter 10-20 
wurden in die Auswahl einbezogen. 
 Jede der ausgewählten Sequenzen sollte zwischen 60 bis 90 % Sequenzidentität mit den  
FDH-Varianten aus A. aquaticus, Pseudomonas sp. 101 und Thiobacillus sp. KNK65MK 
aufweisen. 
Wie in der Grundannahme des Ansatzes bereits erwähnt, wurde davon ausgegangen, dass bestimmte 
Sequenzbereiche der Matrizen-FDH eine höhere Enzymaktivität ermöglichen. Jedoch sollten keine 
neuen Enzymvarianten mit mehr als 90 % Sequenzidentität auf Aminosäureebene zu den 
Matrizensequenzen ausgewählt werden. Somit sollten beispielsweise zu hohe lokale 
Sequenzidentitäten in katalytisch aktiven Bereichen und somit eine Identifikation neuer 
Enzymvarianten ohne nennenswerte positive Aktivitätssteigerung gegenüber den Ausgangsenzymen 
vermieden werden. Dem entgegengesetzt sollte eine zu niedrige Sequenzidentität von unter 60 % 
vermieden werden, um starken Unterschieden in Bezug auf Aktivität und Stabilität der Enzyme 
entgegenzuwirken. Zu starke Unterschiede in Regionen, welche bei den Ausgangsenzymen für die 
erhöhte Aktivität verantwortlich sind, könnten sich entsprechend in einer verringerten Aktivität der 
neuen FDH-Varianten niederschlagen. Die Suche in dem festgelegten Bereich könnte weiterhin Trends 
aufzeigen, ob eher eine hohe oder niedrigere Sequenzidentität, bezogen auf die Referenzenzyme, zur 
Identifikation neuer FDH mit den gewünschten Eigenschaften führt.   
 Einhergehend mit dem vereinbarten Maß an Sequenzidentität sollten unterschiedliche 
Kettenlängen der FDH-Varianten abgedeckt werden (minimal 385 bis maximal 405 
Aminosäuren). 
Formiatdehydrogenasen bakteriellen Ursprungs besitzen aufgrund des konserviert vorliegenden, 
verlängerten N-Terminus eine durchschnittlich größere Kettenlänge als FDH aus anderen Quellen 
(TISHKOV UND POPOV, 2004). Die Unterschiede der Kettenlänge bakterieller FDH gehen wiederum 
größtenteils auf unterschiedlich lange C-terminale Schleifenregionen zurück (SHABALIN ET AL., 2009; 
CHOE ET AL., 2015). 
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Es wurde beschrieben, dass ein elongierter C-Terminus bei der FDH aus Moraxella sp. C-1 offenbar eine 
Rolle beim Übergang von einer offenen zur geschlossenen Enzymkonformation spielt. Durch 
zusätzliche intramolekulare Interaktionen des verlängerten C-Terminus mit der cofaktorbindenden 
Domäne des Enzyms wurde eine Beeinflussung der katalytischen Prozesse vermutet (SHABALIN ET AL., 
2009). Auch für die Rückreaktion der FDH (Reduktion von CO2 zu Formiat) wurden Vermutungen einer 
positiven Beeinflussung der Reaktion aufgrund eines verlängerten C-Terminus angestellt (CHOE ET AL., 
2015). Weiterhin zeigen alle in der Literatur beschriebenen FDH-Varianten mit erhöhter Aktivität 
gegenüber dem Standardenzym Kettenlängen von 393 bis 401 Aminosäuren auf. Durch die Auswahl 
von FDH-Varianten mit unterschiedlichen Kettenlängen könnte demnach ein Zusammenhang zwischen 
Sequenzlänge und Aktivität (sowohl für die Oxidationsreaktion aus auch die Reduktionsreaktion) 
überprüft werden. Daher beschränkte sich die Suche auf bakterielle Formiatdehydrogenasen mit einer 
Kettenlänge von 385 bis 405 Aminosäuren. 
 Die Ursprungsorganismen sollten als gefriergetrocknete Kultur beziehungsweise deren 
genomische DNA bei DSMZ oder ATCC verfügbar sein. 
Die einfache Verfügbarkeit der Ursprungsorganismen bzw. Gene stellte ebenfalls ein Kriterium da, um 
kostenintensive Gensynthesen zu umgehen. Isolierte genomische DNA kann weiterhin direkt als 
Vorlage für die ersten Klonierungsschritte der FDH-Gene verwendet werden. 
IN SILICO-AUSWAHL VON UNCHARAKTERISIERTEN FDH-VARIANTEN 
Die Aminosäuresequenzen der Matrizen-FDH wurden in die Suchmaske von BLASTp eingetragen und 
die Datenbank mittels der Algorithmen „blastp“ (protein-protein BLAST) und „PSI-BLAST“ (Position-
Specific Iterated BLAST) durchsucht, um eine große Auswahl potentieller FDH-Sequenzen zu 
generieren. Gemäß den zuvor vereinbarten Kriterien für die Suche nach potentiell hochaktiven und 
unbeschriebenen FDH-Varianten wurden aus einer Vielzahl von Ergebnissen acht Sequenzen 
ausgewählt: die FDH-Varianten aus Cupriavidus necator (CnFDH), Granulicella mallensis (Gm386FDH 
sowie Gm391FDH), Hyphomicrobium denitrificans (HdFDH), Methylohalobius crimeensis (McFDH), 
Methylotenera versatilis (MvFDH), Rhodococcus jostii (RjFDH) und Sciscionella marina (SmFDH). Mit 
minimal 61% und maximal 86% Identität der Aminosäuresequenzen gegenüber den 
Matrizensequenzen lagen all diese in dem zuvor vereinbarten Rahmen bezüglich der Sequenzidentität 
(siehe Tabelle 3-2). 
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TABELLE 3-2: SEQUENZIDENTITÄTEN DER AUSGEWÄHLTEN FDH-VARIANTEN (AMINOSÄUREN). VERGLICHEN WURDEN DIE 
AUSGEWÄHLTEN FDH-VARIANTEN MIT DEN AUSGANGSSEQUENZEN AUS ANCYLOBACTER AQUATICUS (AAFDH), THIOBACILLUS SP. 








CbFDH (Referenzenzym) 42 42 43 
CnFDH 61 64 65 
Gm386FDH 74 76 78 
Gm391FDH 69 70 71 
HdFDH 75 77 77 
McFDH 72 72 74 
MvFDH 74 74 75 
RjFDH 84 86 84 
SmFDH 64 67 68 
 
Die Formiatdehydrogenase aus C. boidinii (CbFDH) wurde als einzige eukaryotische FDH ebenfalls 
mitgeführt, da das Enzym eine weite Verbreitung in der Biotechnologie hat. Aufgrund des 
typischerweise bei FDH aus Hefen fehlenden N-terminalen Teilabschnitts des Monomers folgt eine 
deutlich geringere Sequenzidentität auf Aminosäureebene. Die minimale Kettenlänge der 
ausgewählten neuen Formiatdehydrogenasen betrug 386 Aminosäuren (CnFDH), die maximale Länge 
402 Aminosäuren (MvFDH). Die Wachstumsoptima der Ursprungsorganismen schwankten zwischen 
pH 5,0 (Granulicella mallensis) und pH 7,5 (Cupriavidus necator). Die Wachstumsoptima aller 
Ursprungsorganismen sowie die Kettenlängen und NCBI-Referenzsequenzen aller ausgewählten FDH-
Varianten sind in Tabelle 3-3 angegeben.       
Anschließend wurden mittels der NCBI-Datenbank die FDH-kodierenden Bereiche im Genom der 
jeweiligen Ursprungsorganismen ausgewählt. Anhand dieser wurden Starter-Oligonukleotide 
abgeleitet, um die Gene der Formiatdehydrogenasen zu isolieren, in Expressionsvektoren zu klonieren 
und die heterolog in E. coli produzierten Proteine anschließend einer ersten biochemischen 
Charakterisierung zu unterziehen. 
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TABELLE 3-3: AUFLISTUNG DER KETTENLÄNGEN AUSGEWÄHLTER FDH-VARIANTEN, DER NCBI-REFERENZSEQUENZEN DER PROTEINE 
SOWIE DER OPTIMALEN WACHSTUMSBEDINGUNGEN (PH-WERT) DER ENTSPRECHENDEN URSPRUNGSORGANISMEN. DIE ANGABE DER 
JEWEILIGEN REFERENZ BEZIEHT SICH AUF DAS WACHSTUMSOPTIMUM DES ENTSPRECHENDEN ORGANISMUS.  
Ursprungsorganismus 
Kettenlänge 
der FDH (aa) 
NCBI-Referenz-





Candida boidinii 366 O13437.1 8,0 
HAYWOOD & LARGE, 
1985 
Cupriavidus necator 386 WP_013952599 7,5 
MAKKAR & CASIDA, 
1987 
Granulicella mallensis  
386 WP_014264099  
5,0 





399 WP_013214645 6,0 URAKAMI ET AL., 1995 
Methylohalobius 
crimeensis 
394 WP_022948006 6,5 HEYER ET AL., 2005 
Methylotenera versatilis 402 WP_013148042 5,8 
KALYUZHNAYA ET AL., 
2012 
Rhodococcus jostii 400 WP_073357971 7,2 HATANO ET AL., 2002 
Sciscionella marina 396 WP_020494681 7,0 TIAN ET AL., 2009 
 
 
ISOLATION DER KODIERENDEN DNA-SEQUENZEN 
Die genomische DNA der Mikroorganismen R. jostii, S. marina, M. crimeensis, M. versatilis und  
G. mallensis wurde als Isolat von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ) erworben und direkt als Matrizen-DNA für die PCR-Reaktionen genutzt. Die 
Identifikationsnummern der verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 3-4 aufgeführt. Im Falle 
von C. necator und H. denitrificans wurden gefriergetrocknete Starterkulturen von der DSMZ 
erworben, die jeweiligen Kulturen (5-10 mL) wurde für die Isolation der genomischen DNA genutzt. Für 
die FDH aus C. boidinii erfolgte eine Synthese der Gensequenz durch die Firma ThermoFischer 
(Waltham, USA). Diese diente, ebenso wie die zuvor isolierte genomische DNA, als Matrize für eine 
PCR zur Isolation der für die FDH kodierenden Gensequenz. Für die Durchführung der PCR-Reaktionen 
wurden spezielle Starter-Oligonukleotide entworfen, welche ein anschließendes Inserieren der 
Gensequenzen in pET-Plasmide mittels Gibson-Assembly ermöglichten. 
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TABELLE 3-4: KATALOGNUMMERN (DSMZ) SOWIE DER OLIGONUKLEOTID-ANLAGERUNGSTEMPERATUREN FÜR DIE ISOLATIONS-PCR 





Candida boidinii 70026 57 + 
Cupriavidus necator 13513 63 + 
Granulicella mallensis (386aa) 23137 58 + 
Granulicella mallensis (391aa) 23137 59 + 
Hyphomicrobium denitrificans 1869 67 + 
Methylohalobius crimeensis 16011 63 + 
Methylotenera versatilis 24635 67 + 
Rhodococcus jostii 44719 60 + 
Sciscionella marina 45152 70 + 
 
Diese enthielten jeweils terminal flankierende DNA-Bereiche, welche Homologie zu den Sequenzen 
ausgewählter pET-Expressionsvektoren aufwiesen. Die Anlagerungstemperaturen der Oligonukleotid-
Paare sind in Tabelle 3-4 aufgeführt. Alle FDH-kodierenden DNA-Abschnitte wurden erfolgreich isoliert.   
WAHL DER EXPRESSIONSPLASMIDE  
Die FDH-kodierenden DNA-Abschnitte wurden anschließend mittels Gibson-Assembly in 
Expressionsvektoren kloniert. Die übergeordnete Wahl fiel auf Vektoren der pET-Serie, da die 
Proteinbiosynthese mithilfe eines T7-Expressionssystems erfolgen sollte. Dieses System weist sehr 
hohe Transkriptionsraten des gewünschten Gens auf, was zur Produktion großer Mengen 
rekombinanten Proteins führen kann (STUDIER UND MOFFATT, 1986; PAN UND MALCOLM, 2000). Da bislang 
keine Berichte über eine Toxizität von FDH gegenüber E. coli bekannt sind, wurde eine erhöhte 
Basaltranskription des T7-Systems als unproblematisch erachtet. Vektoren der pET-Serie ermöglichen 
die Bildung von Fusionsproteinen, welche entweder einen N- oder C-terminalen Polyhistidin-Tag 
aufweisen, was eine einfache Proteinreinigung mittels Nickel-Affinitätschromatographie ermöglicht. 
Zwei verschiedene Vektoren der pET-Serie, pET-19(+) sowie pET-22b(+) (Merck, Darmstadt), wurden 
auf die Eignung zur Proteinbiosynthese von Formiatdehydrogenasen untersucht. Der Vektor pET-
19b(+) erlaubt die Bildung eines Fusionsproteins mit N-terminalen Polyhistidin-Tag, pET-22b(+)-
Konstrukte weisen hingegen einen C-terminalen Polyhistidin-Tag auf. Beide Plasmide weisen einen 
vollständig identischen Promotorbereich auf. Um zu überprüfen, ob die Lokalisation des Polyhistidins 
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eine Rolle für die Enzymaktivität der ausgewählten Formiatdehydrogenasen spielt, wurden die Gene 
der FDH aus G. mallensis, H. denitrificans, M. versatilis und S. marina in pET-19b(+) sowie pET-22b(+) 
kloniert und anschließend die Enzymaktivität der FDH bestimmt. 
Für die Konstruktion der Plasmide wurden zunächst die Vektoren mittels einer PCR-Reaktion 
linearisiert. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mittels Gelextraktion oder Kit gereinigt und die 
Produkte anschließend als Vektorrückgrat für die Gibson-Reaktion eingesetzt. Die erhaltenen Produkte 
wurden zunächst in E. coli TOP10 mittels Hitzeschock-Transformation überführt und sequenziert. Nach 
erfolgreicher Überprüfung der Sequenzierungsergebnisse wurden diese anschließend in den T7-
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) transformiert und Hauptkulturen im 50 mL-Maßstab erstellt. Die 
Induktion der Genexpression erfolgte durch die Zugabe von IPTG bei einer Temperatur von 20 °C. Nach 
24 Stunden wurden die Zellen zentrifugiert, die Zelldichte auf eine optische Dichte (OD600) von 50 
normiert und anschließend ein Zellaufschluss mittels Ultraschallbehandlung durchgeführt. Die 
erhaltenen Rohextrakte wurden zentrifugiert und die löslichen Fraktionen anschließend für Enzym-
Aktivitätstests eingesetzt. Für alle Enzymvarianten mit beiden Tag-Lokalisierungen konnte die Bildung 
von löslichem Protein mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden.  
Wie in Abbildung 3-1 ersichtlich, hat die Lokalisation des His-Tags offensichtlich einen großen Einfluss 
auf die Aktivität der untersuchten NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen. Im Falle eines C-terminal 
vorliegenden Affinitäts-Tags konnte für alle Enzymvarianten volumetrische Aktivitäten von 1,9 U mL-1 
(MvFDH) bis 18,8 U mL-1 (HdFDH) bestimmt werden. Ein N-terminal lokalisierter Polyhistidin-Tag 
beeinflusst die Enzymaktivität hingegen deutlich negativ. Lediglich für die aktivste der vier getesteten 
FDH-Varianten aus H. denitrificans (HdFDH) konnte im Falle einer N-terminalen Fusion überhaupt eine 
nennenswerte volumetrische Aktivität von 1,3 U mL-1 bestimmt werden. Befindet sich der Polyhistidin-
Tag C-terminal, wurde eine 14-fach höhere Aktivität (18,8 U mL-1) bestimmt. Ein ähnliches Bild ergab 
sich für die drei weiteren getesteten FDH-Varianten Gm386FDH, MvFDH und SmFDH, welche lediglich 
mit einem C-terminalen Polyhistidin-Tag sinnvolle Enzymaktivitäten aufwiesen und nahezu keine 
Aktivität im Falle einer N-terminalen Fusion zeigten. 
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ABBILDUNG 3-1: VOLUMETRISCHE AKTIVITÄTEN VERSCHIEDENER FORMIATDEHYDROGENASEN MIT UNTERSCHIEDLICHER TAG-
LOKALISATION (OXIDATION VON FORMIAT). IN PET-19B(+) KLONIERTE FDH-VARIANTEN WIESEN EINEN N-TERMINALEN HIS-TAG, IN 
PET-22B(+) KLONIERTE FDH-VARIANTEN EINEN C-TERMINALEN HIS-TAG AUF. DIE ZELLZAHL JEDER PROBE WURDE AUF OD600=50 
EINGESTELLT, UM VERGLEICHBARE BEDINGUNGEN ZU GEWÄHRLEISTEN. 
 
Möglicherweise beeinflussen mit der Anheftung des Affinitätstags einhergehende strukturelle 
Veränderungen im N-terminalen Bereich der Enzyme deren Enzymaktivität negativ. Die Bedeutung der 
N-terminalen Sequenzen wurde insbesondere für pflanzliche und bakterielle FDH in der Literatur 
beschrieben (TISHKOV UND POPOV, 2004). In pflanzlichen FDH spielt der N-Terminus als Signalpeptid für 
den Transport des Enzyms in Chloroplasten und Mitochondrium eine wichtige Rolle (AMBARD-
BRETTEVILLE ET AL., 2003; BAACK ET AL., 2003). Bakterielle FDH besitzen im Gegensatz zu FDH aus Hefen 
einen verlängerten N-Terminus. Bislang wurde davon ausgegangen, dass diese Region eine große Rolle 
für die Stabilität der Enzyme spielt (TISHKOV UND POPOV, 2004).  
Strukturell betrachtet besteht der N-Terminus bakterieller FDH aus einem konserviert vorliegenden, 
terminalen Beta-Faltblatt (β1) und einer durch den Einbau von Prolin versteiften Schlaufenregion ohne 
weitere Sekundärstrukturen. Zusätzliche intramolekulare Wechselwirkungen der Aminosäuren des  
N-Terminus mit der Cofaktor-Bindedomäne der FDH sorgen demnach für eine erhöhte intrinsische 
Stabilität bakterieller FDH gegenüber FDH aus Hefen (TISHKOV UND POPOV, 2004). Mutagenese-
Experimente mit Pseudomonas sp. 101 zeigten, dass Störungen dieser Interaktion durch die Einführung 
von Punktmutationen zu einer deutlichen Verringerung der thermischen Stabilität des Enzyms führten 
(FEDORCHUK ET AL., 2002). Unter Einbeziehung der in dieser Arbeit gemessenen deutlich verringerten 
Enzymaktivitäten (gegenüber den C-terminalen Varianten) legt dies die Vermutung nahe, dass ein 
Einfügen von sechs Histidin-Resten am N-Terminus bakterieller FDH sterische Veränderungen 
herbeiführt, welche in einer Veränderung der Interaktion zwischen der terminalen Schlaufenstruktur 
und der Cofaktor-Bindedomäne resultieren. Diese Konformationsänderungen könnten die Stabilität 
und Aktivität des Enzyms, beispielsweise durch eine veränderte Geometrie der Cofaktor-Bindetasche 
(beispielsweise im Zuge eines second shell-Effekts) negativ beeinflussen. Zur Überprüfung dieser 
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aussagekräftige Homologiemodelle mit zusätzlichem His-Tag zu erstellen. Daher konnten eventuelle 
strukturelle Unterschiede durch die Fusion am N-terminalen Bereich nicht weiter bioinformatisch 
untersucht werden. Jedoch zeigt sich der Trend der N-terminalen Aktivitätsbeeinflussung ebenfalls in 
der Literatur. Bakterielle Formiatdehydrogenasen, welche C-terminal mit Affinitäts-Tags fusioniert und 
anschließend gereinigt wurden, zeigten Aktivitäten, welche den nativen Enzymen entsprachen oder 
diese sogar übertrafen (CHOE ET AL., 2014; FOGAL ET AL., 2015; GUO ET AL., 2016; ROBESCU ET AL., 2020). 
Wurden Enzyme hingegen N-terminal mit einem His-Tag fusioniert, wie z.B. die eukaryotischen FDH 
aus Myceliophthora thermophila oder Gossypium hirsutum, zeigten diese auffallend niedrige 
Aktivitäten (ALTAŞ ET AL., 2017; KURT-GÜR UND ORDU, 2018). Demnach scheint die Lokalisation des 
Affinitäts-Tags ebenfalls für eukaryotische FDH eine aktivitätsbeeinflussende Rolle zu spielen. Kürzlich 
wurde die Formiatdehydrogenase aus der Hefe Chaetomium thermophilum bezüglich der 
Beeinflussung der Enzymaktivität durch die Lokalisation des Affinitätstags untersucht (ESEN ET AL., 
2019). Obwohl diese FDH im Gegensatz zu bakteriellen FDH keinen verlängerten N-Terminus besitzt, 
wurde auch in dieser Studie gezeigt, dass eine N-terminale Fusion des His-Tags zu einer Verminderung 
der Aktivität dieser FDH führt. Die Autoren vermuten ebenfalls eine Beeinflussung der Struktur des 
aktiven Zentrums und eine damit einhergehende verringerte Enzymaktivität. 
Unter Berücksichtigung der im Zuge dieser Arbeit generierten Ergebnisse für bakterielle FDH scheint 
eine Beeinflussung der Enzymaktivität bei einer N-terminalen Fusion also unabhängig von der Länge 
des N-Terminus selbst zu sein. Ein negativer Effekt tritt sowohl bei Enzymvarianten mit verlängertem 
N-Terminus (bakterielle FDH) und ohne diesen (pflanzliche FDH, FDH aus Hefen) auf. Aufgrund der 
eindeutigen Ergebnisse der Aktivitätstests wurden sämtliche weitere FDH-Gene in den Vektor  
pET-22b(+) mittels Gibson Assembly kloniert, die Konstrukte sequenziert und anschließend in den  T7-
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. 
PROTEINBIOSYNTHESE UND AUSWAHL VON FDH-VARIANTEN  
Nachdem alle FDH-Gene erfolgreich in den Vektor pET-22b(+) kloniert wurden, fand eine Überprüfung 
der Enzyme auf ihre spezifische Aktivität statt, um potentiell hochaktive FDH-Varianten zu 
identifizieren. Hierzu wurden Vorkulturen einzelner Transformanden und anschließend Hauptkulturen 
(50 mL-Maßstab) hergestellt. Die anschließende Überexpression und Proteinbiosynthese erfolgte 
zunächst für 24 Stunden bei einer Temperatur von 15 °C in einem Schüttelinkubator. Nach 24 Stunden 
wurden die Zellen geerntet und mittels Ultraschallbehandlung lysiert. Es konnte die Bildung eines 
löslichen Fusionsproteins für die Enzymvarianten aus C. boidinii, G. mallensis (386 aa), H. denitrificans, 
M. crimeensis, M. versatilis, R. jostii und S. marina mit einem Molekulargewicht von 41 bis 43 kDa 
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Experimente sind im Anhang (Abbildung A-1) 
dieser Arbeit aufgeführt.  
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Für die Enzymvariante aus C. necator konnte keine Bildung eines löslichen Fusionsproteins trotz 
korrekter Konstruktion des Expressionsvektors festgestellt werden. Auch die Nutzung 
unterschiedlicher Induktor-Konzentrationen (0,1 mmol L-1; 1 mmol L-1; 2,5 mmol L-1), die Erhöhung der 
Expressionstemperatur auf 20 und 30 °C sowie die Verwendung alternativer Expressionsstämme wie 
E. coli Rosetta-Gami-2 (DE3) pLysS, E. coli Shuffle und E. coli ArcticExpress (DE3) führte zu keiner 
Produktion von löslichem, aktivem Enzym. Daher wurde die Enzymvariante aus C. necator nicht 
weiterbearbeitet. Ähnliche Probleme traten auch bei der Enzymvariante aus G. mallensis (391 aa) auf. 
Hier konnte ebenso keinerlei Proteinbiosynthese, weder in der Gesamtprotein-Fraktion noch in der 
löslichen Probe, festgestellt werden. Zeitgleich zu den Arbeiten erfolgte die Erstbeschreibung dieses 
Enzyms durch eine andere Arbeitsgruppe (FOGAL ET AL., 2015). Daraufhin wurde auch diese 
Enzymvariante nicht weiterbearbeitet. Fogal und Mitarbeiter bestimmten für die GmFDH (391 aa) eine 
gegenüber dem Standardenzym CbFDH leicht erhöhte spezifische Aktivität von 7,9 U mg-1 mit NAD+ als 
Cofaktor und 5,5 U mg-1 mit NADP+. Somit zeigte das Wildtyp-Enzym eine für FDH bislang einmalige 
doppelte Cofaktor-Spezifität. 









Candida boidinii + + + + 
Cupriavidus necator + - - - 
Granulicella mallensis (386 aa) + + + + 
Granulicella mallensis (391 aa) + - - - 
Hyphomicrobium denitrificans + + + + 
Methylohalobius crimeensis + + + + 
Methylotenera versatilis + + + + 
Rhodococcus jostii + + + + 
Sciscionella marina + + + + 
 
Sämtliche löslichen Fraktionen aller anderen getesteten FDH-Varianten zeigten Enzymaktivität. In 
Tabelle 3-5 ist eine Zusammenfassung der einzelnen Arbeitsschritte ausgehend von der Konstruktion 
des Expressionsvektors bis zum Nachweis von Enzymaktivität für alle ausgewählten FDH-Varianten 
dargestellt. Alle aktiven FDH-Varianten wurden anschließend einem vergleichenden Aktivitätstest 
unterzogen. Es wurde jeweils die spezifische Enzymaktivität aus der löslichen Fraktion des Rohextrakts 
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bestimmt (Abbildung 3-2). Die spezifische Aktivität der Positivkontrolle aus C. boidinii wurde aufgrund 
der bereits aus der Literatur bekannten Aktivität nicht bestimmt. Die NAD-abhängige 
Formiatdehydrogenase aus R. jostii (RjFDH) zeigte in Aktivitätstests mit NAD+ als Cofaktor mit  
6,3 U mg-1 die mit Abstand höchste spezifische Aktivität aller untersuchten Formiatdehydrogenasen. 
Die RjFDH wies somit bereits im Rohextrakt eine höhere Aktivität als die CbFDH mit 6,0 U mg-1 im 
gereinigten Zustand auf (SLUSARCZYK ET AL., 2000). Alle anderen FDH zeigten deutlich geringere 
spezifische Aktivitäten. Diese betrugen für die FDH aus H. denitrificans (HdFDH) 2,5 U mg-1, für die FDH 
aus G. mallensis (Gm386FDH) 1,6 U mL-1 und für die FDH aus M. crimeensis (McFDH) 1,3 U mg-1. Die 
niedrigsten Aktivitäten wurden für die FDH-Varianten aus S. marina (SmFDH) mit 0,85 U mg-1 und M. 
versatilis (MvFDH) mit 0,41 U mg-1 ermittelt. 
 
ABBILDUNG 3-2: DER SPEZIFISCHE AKTIVITÄTEN VERSCHIEDENER FDH-VARIANTEN AUS DER LÖSLICHEN FRAKTION DES 
PROTEINROHEXTRAKT (OXIDATION VON FORMIAT). DIE MESSUNGEN ERFOLGTEN BEI RAUMTEMPERATUR (100 MMOL L-1 
NATRIUMFORMIAT, 100 MMOL L-1 KPI; PH 7,0; 1 MMOL L-1 COFAKTOR) 
 
Um die Cofaktorspezifität der Enzymvarianten zu untersuchen, wurde neben NAD+ auch NADP+ als 
Cofaktor eingesetzt (siehe Abbildung 3-2). Jedoch konnte für NADP+ lediglich geringe Restaktivitäten 
von rund 3 % gegenüber NAD+ für die Enzymvarianten aus R. jostii und M. versatilis ermittelt werden. 
Die restlichen Enzymvarianten zeigten keine Aktivität gegenüber NADP+. Somit konnte gezeigt werden, 
dass es sich bei allen untersuchten Enzymen um NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen handelt. Das 
Isoenzym aus G. mallensis Gm386FDH weist im Gegensatz zu der Variante mit 391 Aminosäuren eine 
klare Cofaktorspezifität hin zu NAD+ auf (FOGAL ET AL., 2015).  
Anhand der gemessenen spezifischen Aktivitäten wurden fünf Enzyme für weitere Untersuchungen 
ausgewählt: die Gm386FDH, HdFDH, McFDH, RjFDH sowie die SmFDH. Diese FDH-Varianten sollten 
zunächst mittels Nickel-NTA-Affinitätschromatographie gereinigt und anschließend deren kinetische 
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Für die Reinigung der fünf ausgewählten FDH-Varianten wurden Hauptkulturen im 250 mL-Maßstab 
hergestellt, die anschließende Überexpression und Proteinbiosynthese erfolgte für 24 Stunden bei 
einer Temperatur von 20 °C in einem Schüttelinkubator. Vorversuche zeigten eine Verbesserung der 
Proteinbiosynthese bei einer leicht erhöhten Temperatur. Nach Beendigung der Expression wurden 
die Zellen geerntet und mechanisch mittels einer French-Presse aufgeschlossen. 
Die lösliche Fraktion des Rohextrakts wurde für die Nickel-NTA-Affinitätschromatographie eingesetzt. 
Bei dieser Form der Affinitätschromatographie interagieren in einer Sepharosematrix immobilisierte 
Nickelionen mit dem His-Tag der Fusionsproteine. Imidazol fungiert als Elutionsmittel, dessen 
Konzentration im Laufe der Reinigung stufenförmig erhöht wird. Nach zwei Waschschritten bei 20 und 
50 mmol L-1 Imidazol wurde die Konzentration des Elutionsmittels auf 250 mmol L-1 erhöht, um das 
gebundene Protein zu eluieren. Beispielhaft für alle Reinigungen ist in Abbildung 3-3 ein 
Elutionsdiagramm für die Reinigung der RjFDH dargestellt.  
 
ABBILDUNG 3-3: ELUTIONSDIAGRAMM FÜR DIE REINIGUNG DER RJFDH MITTELS NICKEL-NTA-AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE. 
NACH EINER ERSTEN ERHÖHUNG DER IMIDAZOLKONZENTRATION WURDEN NACH CA. 60 ML UNSPEZIFISCH GEBUNDENE PROTEINE VON 
DER SÄULE GEWASCHEN. DIE ELUTION DER RJFDH ERFOLGTE NACH EINER ERHÖHUNG DER IMIDAZOLKONZENTRATION AUF 250 MMOL 
L-1 NACH CA. 80 ML.   
 
Eine Überprüfung der Reinigung der Enzymvarianten erfolgte mittels SDS-PAGE. Exemplarisch ist die 
SDS-PAGE für die Reinigung der RjFDH in Abbildung 3-4 gezeigt. Die Fusionsproteine zeigten 
Interaktion mit den Nickelionen der Säule. Die Waschfraktion (WF) zeigte kein unspezifisches Ablösen 
des Fusionsproteins von der Säule, während für die Elutionsfraktionen gereinigtes Protein im 
Erwartungsbereich nachgewiesen wurde. Alle Elutionsfraktionen der jeweiligen Reinigungen wurden 
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Die Fraktionen mit der höchsten volumetrischen Aktivität wurden ausgewählt und danach einer 
Größenausschlusschromatographie unterzogen. Anschließend wurden Proben der gereinigten 
Fraktionen zur Bestimmung der Proteinkonzentration genommen, die Proteine mit dem gleichen 
Volumen 80 % (v/v) Glycerin versetzt und bei -20 °C gelagert. 
  
                 
ABBILDUNG 3-4: ERGEBNISSE DER REINIGUNG DER RJFDH MITTELS SDS-PAGE. M: GRÖßENSTANDARD COLOR PRESTAINED PROTEIN 
STANDARD, BROAD RANGE, 11-245 KDA (5 µL), GF: GESAMTFRAKTION ROHEXTRAKT, LF: LÖSLICHE FRAKTION DES ROHEXTRAKTS, 
DF: DURCHFLUSS DER SÄULENBELADUNG, WF: WASCHSCHRITT, 1-3: ELUTIONSFRAKTIONEN DER RJFDH.  
 
Nach der Reinigung der Proteine wurden nochmals die Enzymaktivitäten mit hohen Substrat- und 
Cofaktorkonzentrationen bestimmt. Hier zeigte die SmFDH die mit Abstand niedrigsten spezifischen 
Aktivitäten (0,4 U mg-1). Aufgrund dieses sehr niedrigen Wertes wurde die SmFDH nicht weiter 
berücksichtigt. Für die vier verbleibenden FDH-Varianten wurden anschließend die kinetischen 
Parameter bestimmt. In Vorversuchen wurden der für die Bestimmung der kinetischen Parameter 
benötigte Konzentrationsbereich von Cofaktor und Substrat abgeschätzt. So wurde für die 
Bestimmung der kinetischen Parameter für NAD+ ein Konzentrationsbereich von 0,01 mmol L-1 bis 10 
mmol L-1 gewählt; für Formiat ein Bereich von 0,5 mmol L-1 bis 250 mmol L-1. Die Berechnung der 
kinetischen Parameter erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Eine Zusammenfassung aller 















M GF LF DF W 1 2 3 
Elutionsfraktionen 
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Km NAD+  
(mmol L-1) 
Km COOH-  
(mmol L-1) 
kcat / Km (COOH-) 
(mmol L-1 min−1) 
Gm386FDH 3,0 ± 0,38 2,6 2,8 0,07 ± 0,02 5,3 ± 4,1 31,7 
HdFDH 6,0 ± 0,41 4,1 4,4 0,11 ± 0,01 7,2 ± 2,5 36,5 
McFDH 1,4 ± 0,03 0,98 1,0 0,09 ± 0,02 10,9 ± 1,3 5,6 
RjFDH 19,9 ± 2,1 13,6 14,5 0,10 ± 0,05 7,2 ± 1,8 121,1 
 
Es ergaben sich deutliche Unterschiede sich in den maximalen Umsatzgeschwindigkeiten (vmax) der 
Enzyme. Die FDH-Varianten Gm386FDH und McFDH zeigten mit 3,0 U mg-1 und 1,4 U mg-1 deutlich 
niedrigere maximale Reaktionsgeschwindigkeiten als das Standardenzym CbFDH (6 U mg-1). Eine dem 
Standardenzym CbFDH entsprechende maximale Reaktionsgeschwindigkeit wies die HdFDH mit 6,0 U 
mg-1 auf. Die berechneten Wechselzahlen für die Enzymvarianten betragen für die Gm386FDH 2,8 s-1, 
für die McFDH 1,0 s-1 sowie für die HdFDH 4,4 s-1. Aufgrund der ähnlichen Michaelis-Menten-
Konstanten des Enzyms für Formiat und NAD+ liegt die katalytische Effizienz für keines der 
untersuchten Enzyme über jener des Standardenzyms aus C. boidinii (43,5 mmol L-1 min−1; SLUSARCZYK 
ET AL., 2000). Die CbFDH wurde im Zuge dieser Arbeit ebenfalls rekombinant als Positivkontrolle für 
spätere Experimente hergestellt. Die maximale spezifische Aktivität wurde für dieses Enzym bestimmt 
und betrug 5,8 U mg-1. Dieser Wert stimmt mit den Angaben aus der Literatur überein (SLUSARCZYK ET 
AL., 2000; FELBER, 2001).   
Die NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus R. jostii hingegen zeigte eine drastisch höhere 
maximale Umsatzgeschwindigkeit von rund 20 U mg-1. Die berechnete Wechselzahl (kcat) liegt bei 14,5 
s-1 und die katalytische Effizienz des Enzyms bei 121,1 mmol L-1 min−1. Damit übertrifft sie in all diesen 
Parametern nicht nur das Standardenzym CbFDH um das Dreifache, sondern weist auch eine doppelt 
so hohe Aktivität unter vergleichbaren Bedingungen wie sämtliche bisher beschriebene hochaktive 
NAD-abhängige FDH-Varianten auf. Ein detaillierter Vergleich mit literaturbekannten Enzymen ist 
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Km NAD+  
(mmol L-1) 
Km COOH-  
(mmol L-1) 
Referenz 
R. jostii  
(RjFDH) 
19,9 ± 2,1 0,10 ± 0,05 7,5 ± 3,6 Diese Arbeit 
Pseudomonas sp. 101 
(PseFDH) 
10 0,08 15 
TISHKOV ET AL., 
1993 
Moraxella sp. C-2 
(MsFDH) 





10 0,06 2,4 




6,0 0,05 5,6 
SLUSARCZYK ET AL., 
2000 
 
ABSCHÄTZUNG DER THERMOSTABILITÄT DER NEUEN FDH-VARIANTEN 
Neben einer erhöhten spezifischen Aktivität sollten die FDH-Varianten ebenfalls eine mit der CbFDH 
vergleichbare Thermostabilität aufweisen. Daher folgte nach der Bestimmung der kinetischen 
Parameter der Enzymvarianten eine erste Abschätzung der Thermostabilität der Enzymvarianten 
mittels einer zwanzigminütigen Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen (Abbildung 3-5). Somit 
sollte überprüft werden, ob die neuen FDH-Varianten sich unter vergleichbaren Bedingungen 
nennenswert von den Stabilitätswerten des Standardenzyms CbFDH unterscheiden. Die CbFDH zeigte 
50 % Aktivitätsverlust nach zwanzigminütiger Inkubation bei einer Temperatur von 57 °C (SLUSARCZYK 
ET AL., 2000; FELBER, 2001).  
Bis zu einer Temperatur von 50 °C wiesen die FDH-Varianten GmFDH, HdFDH und McFDH eine 
Restaktivität von rund 80 % auf, während für die RjFDH kaum Aktivitätseinbußen zu verzeichnen waren 
(98 % Restaktivität). Deutliche Aktivitätsverluste waren für die GmFDH (50% Restaktivität), HdFDH  
(64 % Restaktivität) und RjFDH (40 % Restaktivität) bei einer Temperaturerhöhung auf 60 °C zu 
verzeichnen. Eine vollständige Inaktivierung wurde für diese drei Enzyme nach einer Inkubation bei  
70 °C beobachtet. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Thermostabilitäten der FDH-
Varianten GmFDH, HdFDH und RjFDH nur geringfügig von der des Standardenzyms CbFDH. Lediglich 
die McFDH konnte eine deutlich bessere Thermostabilität aufzuweisen. So konnten selbst bei 70 °C 
noch 81 % Restaktivität gemessen werden. Erst nach einer Temperaturerhöhung auf 80 °C wurde ein 
deutlicher Aktivitätsverlust (14 % Restaktivität) gemessen. Basierend auf diesen Messungen könnte 
sich die FDH aus dem halophilen Organismus M. crimeensis als eine der temperaturstabilsten bisher 
beschriebenen bakteriellen Formiatdehydrogenasen herausstellen.  
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ABBILDUNG 3-5: ABSCHÄTZUNG DER THERMOSTABILITÄT DER NEUEN FDH-VARIANTEN. ALLE ENZYME WURDEN EINER 
ZWANZIGMINÜTIGEN INKUBATION BEI DEFINIERTEN TEMPERATUREN UNTERZOGEN. DIE BESTIMMUNG DER RESTAKTIVITÄT ERFOLGTE 
PROZENTUAL ZUR AKTIVITÄT VON NICHT-INKUBIERTEN ENZYM BEI RAUMTEMPERATUR (STANDARD-ASSAY).  
 
 
Ziel der Suche war die Identifikation einer neuen NAD-abhängigen FDH mit deutlich höherer 
spezifischer Aktivität gegenüber dem Standardenzym CbFDH bei vergleichbarer Enzymstabilität. 
Basierend auf einer bioinformatischen Vorauswahl wurden acht neue, nicht beschriebene NAD-
abhängige Formiatdehydrogenasen ausgewählt, in Expressionsvektoren kloniert und auf Aktivität 
überprüft. Nach einer ersten Vorauswahl bezüglich der spezifischen Aktivität wurden die 
Enzymvarianten Gm386FDH, HdFDH, McFDH und RjFDH gereinigt und die kinetischen Parameter 
bestimmt (siehe Abbildung 3-6). Die RjFDH erfüllte als einziges der untersuchten Enzyme diese 
Kriterien und wies mit rund 20 U mg-1 eine mehr als dreifach erhöhte spezifische Aktivität verglichen 
mit der CbFDH bei Raumtemperatur (20 °C) auf.   
  
 
ABBILDUNG 3-6: SCREENING-PROZEDUR ZUR IDENTIFIKATION EINER HOCHAKTIVEN NAD-ABHÄNGIGEN FORMIATDEHYDROGENASE 




















RjFDH McFDH HdFDH GmFDH
Bioinformatische 
Vorauswahl
• 8 neue NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen  




• Auswahl der aktivsten FDH-Varianten für eine 
anschließende Proteinreinigung




• RjFDH weist 3-fach erhöhte Aktivität 
gegenüber dem Standardenzym auf
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BEWERTUNG DER AUSWAHLKRITERIEN 
Der Ansatz, auf Basis der Aminosäuresequenzen der aktivsten bekannten FDH neue, hochaktive FDH 
zu identifizieren war erfolgreich. Für die Auswahl verschiedener FDH-Varianten wurde der Fokus 
besonders auf die Kettenlänge der FDH sowie eine variable Sequenzidentität gegenüber 
literaturbekannten FDH mit der bislang höchsten spezifischen Aktivität gelegt. Für die Suche nach 
hochaktiven FDH-Varianten scheint die Auswahl von Sequenzen mit hohen Identitäten von über 80 % 
auf Aminosäureebene zu den Referenzsequenzen ein wichtiges Kriterium zu sein. So weist die 
hochaktive RjFDH mit 84 % zu AaFDH und 84 % zu PseFDH die höchsten Sequenzidentitäten der 
Auswahl auf. Varianten mit Sequenzidentitäten von deutlich unter 80 % zeigten deutlich niedrigere 
Aktivitäten (HdFDH zu AaFDH: 75 %, McFDH zu AaFDH: 72 %).  
Die hohen Sequenzidentitäten bedingen einen hohen Grad struktureller Konserviertheit. 
Untersuchungen an den Homologiemodellen der vier FDH-Varianten (RjFDH, HdFDH, McFDH und 
Gm386FDH) zeigten einen nahezu identischen Aufbau der aktiven Zentren. Die Ursachen für die 
gesteigerte Aktivität bestimmter FDH müssen daher anderweitig gesucht werden. Dass jedoch ein 
Trend zur gesteigerten Aktivität mit zunehmender Sequenzidentität zu aktiveren Enzymvarianten 
erkennbar ist, lässt vermuten, dass bestimmte, bei aktiveren FDH konserviert vorliegende 
Sequenzbereiche involviert sind. Die bislang beschriebenen aktivsten FDH-Varianten, welche als 
Referenzsequenzen genutzt wurden, wiesen hohe Sequenzidentitäten von deutlich über 80% auf 
(AaFDH zu PseFDH: 89 %, AaFDH zu TsFDH: 84 %). Bestimmte strukturelle Bereiche, welche für die 
verbesserte Aktivität verantwortlich sein könnten, konnten jedoch nicht in silico identifiziert werden, 
da die Superpositionierungen der Homologiemodelle keine deutlichen Unterscheidungen aufwiesen. 
Bezüglich der Kettenlänge der Monomere konnte für die untersuchten FDH kein Zusammenhang 
zwischen dieser und einer gesteigerten spezifischen Aktivität beobachtet werden. Die NAD-abhängige 
Formiatdehydrogenase aus R. jostii (RjFDH) weist eine Kettenlänge von 400 aa auf und zeigte mit rund 
20 U mg-1 die höchste bislang beschriebene Aktivität für Formiatdehydrogenasen für die Oxidation von 
Formiat bei Raumtemperatur, die FDH aus H. denitrificans (HdFDH) zeigte hingegen trotz einer 
vergleichbaren Kettenlänge von 399 Aminosäuren lediglich eine maximale spezifische Aktivität von 6,0 
U mg-1. Mit 402 Aminosäuren wies die FDH aus M. versatilis (MvFDH) die größte Kettenlänge auf, zeigte 
jedoch nur sehr geringe spezifische Aktivitäten von unter 0,5 U mg-1. In silico-Untersuchungen an den 
Homologiemodellen der FDH zeigten erwartungsgemäß, dass alle getesteten FDH eine starke 
strukturelle Konservierung aufweisen. Die Unterschiede in der Kettenlänge sind innerhalb der 
bakteriellen FDH nahezu ausschließlich auf einen elongierten C-Terminus zurückzuführen, welchem 
daher in der Literatur eine potentiell positiv aktivitätsbeeinflussende Funktion zugeschrieben wurde 
(SHABALIN ET AL., 2009; CHOE ET AL., 2015). Dieser allein scheint für die spezifischen Aktivitäten der im 
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Zuge dieser Arbeit untersuchten Enzymvarianten jedoch keine entscheidende Rolle zu spielen. Eine 
direkte Korrelation zwischen erhöhter Kettenlänge und gesteigerter Aktivität scheint demnach nicht 
gegeben zu sein und eine geringere Kettenlänge sollte nicht zwingend für die Auswahl bakterieller FDH 
als Ausschlusskriterium gelten. Um dies genauer zu überprüfen, wurde der Einfluss des C-Terminus der 
RjFDH auf die enzymatische Aktivität in Punkt 3.4.3. dieser Arbeit mittels Verkürzungsexperimenten 
detailliert untersucht. Weiterhin stellte sich die Begrenzung der Auswahl auf die potentiell stabileren 
bakterielle FDH als sinnvoll heraus. Alle vier in der Vorauswahl näher untersuchten FDH wiesen eine 
gute Thermostabilität auf, welche mit dem Standardenzym CbFDH vergleichbar war. 
Zusammenfassend stellen hohe Aminosäure-Sequenzidentitäten gegenüber bereits beschriebenen, 
hochaktiven FDH und eine Fokussierung auf den bakteriellen Ursprung offenbar die sinnvollsten 
Kriterien für die Suche nach neuen FDH-Varianten dar. Mittels dieser Herangehensweise wurde mit 
der RjFDH ein Vertreter der NAD-abhängigen FDH gefunden, welcher die höchsten bislang bekannten 
spezifischen Aktivitäten aufweist und gleichzeitig eine mindestens vergleichbare Stabilität mit dem 
Standardenzym CbFDH besitzt. Aufgrund der außergewöhnlich hohen Aktivität könnte sich die RjFDH 
als geeigneter Kandidat für den Einsatz in Cofaktor-Regenerierungssystemen für die industrielle 
Anwendung erweisen. Der weitere Fokus der Arbeit wurde auf eine detaillierte proteinbiochemische 
Untersuchung der RjFDH gelegt.  
 
3.2. PROTEINBIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG DER RJFDH 
 
KALKULIERTE PARAMETER UND MOLEKULARGEWICHT DER RJFDH 
Die Kettenlänge der RjFDH beträgt 400 Aminosäuren. Eine bioinformatische Untersuchung der NAD-
abhängigen RjFDH anhand ihrer Aminosäuresequenz mittels des Online-Tools „ProtParam“ 
(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) ergab ein kalkuliertes Molekulargewicht von 
43,8 kDa ohne Affinitätstag und 44,7 kDa mit Polyhistidintag. Diese in silico ermittelte Größe wurde 
mittels SDS-PAGE experimentell bestätigt (Abbildung 3-7). Weitere bioinformatisch berechnete 
Parameter waren der isoelektrische Punkt und die theoretische Hydrophobizität des Enzyms. Aus der 
Aminosäuresequenz der RjFDH ergab sich ein theoretischer isoelektrischer Punkt (pI) von bei 5,7. Die 
theoretische Hydrophobizität des Enzyms in Form des GRAVY-Wertes (grand average of hydropathy) 
betrug -0.269. Die Berechnung dieses Hydrophobizitätsindex basiert auf der Summierung der 
jeweiligen Hydrophobizitätswerte jeder Aminosäure des Proteins geteilt durch die Sequenzlänge (KYTE 
UND DOOLITTLE, 1982). Diese theoretische Größe beschreibt die RjFDH als tendenziell eher hydrophiles 
Protein. Experimentell wurde dies durch eine gute Löslichkeit des Proteins bestätigt (siehe Abbildung 
3-7, B). 
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ABBILDUNG 3-7: SDS-PAGE DER RJFDH. A1: LÖSLICHER TEIL DES ROHEXTRAKTS. A2: MITTELS NICKEL-NTA-
AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE GEREINIGTE RJFDH. B1: GESAMTFRAKTION RJFDH. B2: LÖSLICHE FRAKTION RJFDH.  
M: GRÖßENSTANDARD COLOR PRESTAINED PROTEIN STANDARD, BROAD RANGE, 11-245 KDA (5 µL). 
 
HOMOLOGIEMODELL DER RJFDH 
Zur Gewinnung eines besseren Verständnisses und als Planungsgrundlage für Mutagenesen und 
Dockingversuche wurde ein dreidimensionales Homologiemodell erstellt. Da bereits Kristallstrukturen 
der NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen aus Arabidopsis thaliana, Candida boidinii, Desulfovibrio 
gigas, Escherichia coli, Granulicella mallensis, Moraxella sp. C1, Pseudomonas sp. 101 und Thiobacillus 
sp. KNK65MA aufgelöst wurden und insbesondere die FDH bakteriellen Ursprungs eine hohe 
Aminosäure-Sequenzidentität zur RjFDH aufweisen, war die Auflösung einer Kristallstruktur nicht 
nötig. Zur Erstellung von Homologiemodellen wurden zwei verschiedene Online-Tools genutzt. 
Zunächst wurde ein Homologiemodell mit Hilfe von „SWISS-MODEL“ (https://swissmodel.expasy.org/) 
erstellt, mittels welchem sämtliche Mutageneseplanung durchgeführt wurde (WATERHOUSE ET AL., 
2018). Ein weiteres Modell wurde mittels „Phyre2“ (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) zu 
Kontrollzwecken erstellt (KELLEY ET AL., 2015). 
Die Vorlage für die Modellierung mittels „SWISS-MODEL“ bildete die Kristallstruktur der FDH aus 
Pseudomonas sp. 101 (PDB-ID: 2NAD, 86 % Aminosäure-Sequenzidentität), mittels welcher die 
Erstellung eines homodimeren Holoenzym-Modells mit gleichzeitig gebundenem NAD+ sowie 
Natriumazid ermöglicht wurde. Natriumazid fungiert in kristallographischen Studien für FDH als 
Substratanalogon, da es die gleiche Ladungsverteilung und Struktur wie ein Formiat-Ion aufweist. 
Aufgrund der Ladungsverteilung und Struktur bindet Natriumazid mit hoher Affinität irreversibel im 
aktiven Zentrum der FDH. Somit bilden die FDH, der Cofaktor NAD+ und Natriumazid einen dauerhaft 
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Entscheidend für die Auswahl der Vorlage aus Pseudomonas sp. 101 waren die vom SWISS-MODEL 
ausgegebenen Bewertungen bezüglich der zu erwartenden Qualität des Homologiemodells. Ein 
qualitativ hochwertiges Homologiemodell ist zwingend erforderlich, um potentielle strukturelle 
Determinanten der Enzymaktivität zu identifizieren oder sinnvoll Mutagenesen am Enzym selbst 
planen zu können. Zum einen wird eine Bewertung der zu erwartenden Gesamtqualität des Modells 
über den GMQE-Wert (Global Model Quality Estimation) getroffen. Dieser Parameter für die 
Vorhersage der Qualität des Homologiemodells basiert auf der Sequenzidentität von Vorlage und zu 
berechnenden Modell sowie der Gesamtabdeckung der Vorlagensequenz durch die Eingabesequenz. 
Dieser Wert kann zwischen 0 und 1 liegen, ein hoher Wert deutet auf eine hohe Verlässlichkeit der 
Berechnung hin. Der für die Vorlage aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) berechnete Qualitätsindex für 
die Erstellung eines RjFDH-Homologiemodells liegt bei 0,98 und ist somit als nahezu optimal zu 
bewerten.  
 
ABBILDUNG 3-8: HOMOLOGIEMODELL DER RJFDH (APOENZYM). DARGESTELLT IST EIN MONOMER DES ENZYMS, DER GEBUNDENE 
COFAKTOR NAD+ IST IN TÜRKIS DARGESTELLT. DIE BERECHNUNGSGRUNDLAGE DES MODELLS BILDETE DIE KRISTALLSTRUKTUR DER 
PSEFDH (PDB-ID: 2NAD) 
 
Ein weiterer Parameter zur Bewertung der Qualität des Homologiemodells ist der QSQE-Wert 
(Quaternary Structure Quality Estimation). Dieser Wert gibt die zu erwartende Genauigkeit der 
Abbildung von Kontakten und Interaktionen der Untereinheiten des Enzyms wieder (BERTONI ET AL., 
2017). Dieser kann, ebenso wie der GMQE-Wert, zwischen 0 und 1 liegen, ein Wert über 0,7 gilt als 
verlässlich. Auch hier wird ein QSQE-Wert von 0,92 erreicht, was ebenso für die Berechnung eines 
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vertrauenswürdigen Homologiemodells spricht. Eine abschließende Bewertung der Güte des 
Homologiemodells erfolgt nach der Berechnung des Modells in Form des QMEAN-Werts (Qualitative 
Model Energy Analysis). Neben geometrischen Eigenschaften der Residuen werden die globale und 
lokale Qualität bezogen auf Sekundärstrukturen und Solvationspotential des Modells im Vergleich mit 
den kristallographischen Daten der Vorlage berechnet (BENKERT ET AL., 2011). Dieser Wert liegt für das 
Modell der RjFDH bei 0,72. Werte um 0 gelten als verlässlich, negative Werte unter -4 gelten als Maß 
für eine schlechte Modellqualität. Die Untersuchung der lokalen Qualität des Modells zeigte dauerhaft 
Werte von über 0,7, lediglich im N-terminalen Bereich war die Qualität etwas niedriger als im 
Durchschnitt, jedoch nie unter 0,6. Werte unter 0,6 würde auf eine niedrige lokale Qualität hinweisen.  
Zusammenfassend kann so unter Berücksichtigung der Qualitätsparameter GMQE, QSQE und QMEAN 
von einem zuverlässigen Homologiemodell ausgegangen werden. Es bildete somit eine geeignete Basis 
für nachfolgende bioinformatische Arbeiten wie Docking-Studien, Superpositionierungen von 
Enzymstrukturen zum Zweck der Strukturaufklärung und die Planung von Mutagenesen. Das 
Homologiemodell der RjFDH ist in Abbildung 3-8 dargestellt. 
Zur zusätzlichen Überprüfung wurde ein zweites Homologiemodell mit einem anderen Algorithmus 
erstellt. Hierzu wurde das Online-Tool „Phyre2“ (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) verwendet 
(KELLEY ET AL., 2015). Nach Eingabe der Aminosäuresequenz der RjFDH wurde der Modellierungsmodus 
Intensive verwendet. Zwei Modelle mit der höchsten Sequenzidentität wurden berechnet, welche 
beide den maximal möglichen Confidence-Wert von 100% aufwiesen. Zum einen wurde so ein Modell 
basierend auf der PseFDH (PDB-ID: 2NAD; LAMZIN ET AL., 1994), zum anderen auf Basis der FDH aus 
Moraxella sp. C-1 (PDB-ID: 3FN4; SHABALIN ET AL., 2009) konstruiert. Eine detaillierte Auswertung der 
Modellqualität über einen numerischen Confidence-Wert hinaus ist bei „Phyre2“ nicht möglich. 
Weiterhin wurden die Modelle ohne Cofaktoren und als Monomer erstellt.  
 
 
ABBILDUNG 3-9: UNTERSCHIEDE IN RJFDH-HOMOLOGIEMODELLEN. HELLGRAU: MODELL AUF BASIS DER MSFDH. DUNKELGRAU: 
MODELL AUF BASIS DER PSEFDH. TÜRKIS: NAD+. DIE TERMINALE HELIX α20 KONNTE NUR MITTELS DER MSFDH-STRUKTUR 
VOLLSTÄNDIG MODELLIERT WERDEN.  
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Eine Superpositionierung des Homologiemodells mit den Pseudomonas-Modellen zeigte eine nahezu 
vollständige Übereinstimmung. Geringfügige Änderungen waren in außengelegenen Schleifen-
regionen festzustellen. Eine deutlich bessere Auflösung ergab sich jedoch im C-terminalen Bereich. So 
wurde eine bei dem Modell auf Basis der MsFDH eine Abbildung bis zur Aminosäure Lys399 erhalten, 
während die beiden auf PseFDH basierenden Modelle der FDH bei Glu392 enden und somit die 
terminale Helix α20 nicht abbilden (siehe Abbildung 3-9). Für die Planung C-terminaler Mutationen 
(Punkt 3.4.3) wurde daher das auf Moraxella-FDH basierende Modell verwendet, während für alle 
anderen Untersuchungen und Planungen das Homologiemodell auf Basis der PseFDH (2NAD) 
eingesetzt wurde.  
AKTIVES ZENTRUM UND COFAKTORBINDETASCHE DER RJFDH 
Aufgrund der außergewöhnlich hohen spezifischen Aktivität der RjFDH wurde eine vergleichende 
bioinformatische Untersuchung mit anderen literaturbekannten FDH-Varianten durchgeführt um zu 
überprüfen, ob Unterschiede im aktiven Zentrum ursächlich für diese Aktivitätssteigerung sind. Es 
erfolgte eine Untersuchung des aktiven Zentrums der RjFDH mit dem der FDH aus Pseudomonas sp. 
101 (PseFDH) und Moraxella sp. C-1 (MsFDH), für welche jeweils spezifische Aktivitäten von 10 U mg-1 
bestimmt wurden (TISHKOV ET AL., 1993; FEDORCHUK ET AL., 2002; TISHKOV UND POPOV, 2006). Zur 
Untersuchung wurden alle Aminosäuren, welche sich im Bereich von 6 Å um das im Strukturmodell der 
PseFDH gebundene NAD-Molekül befinden, ausgewählt und miteinander verglichen. Hierbei wurde 
deutlich, dass bei den untersuchten Enzymen alle Aminosäuren identisch vorliegen, welche als 
essentiell für die Durchführung des katalytischen Prozesses der FDH beschrieben wurden (TISHKOV UND 
POPOV, 2006; CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET AL., 2012). Eine Superpositionierung aller Strukturmodelle 
zeigt zudem, dass die Ausrichtung aller Aminosäuren nahezu identisch ist, was Rückschlusse auf einen 
vergleichbaren sterischen Aufbau des aktiven Zentrums zulässt (Abbildung 3-10, A). 
Eine Erweiterung des untersuchten Bereichs zeigte eine ähnlich hohe Konservierung der Aminosäuren. 
Bis auf eine Aminosäure (Asn148 der MsFDH) sind alle Aminosäuren im Bereich von 8 Å um das im 
Strukturmodell der PseFDH gebundene Substratanalogon Natriumazid identisch. Dieser nahezu 
übereinstimmende Aufbau der aktiven Zentren resultiert auch in den ähnlichen Km-Werten des 
Substratmoleküls Formiat aus (siehe Tabelle 3-7, Seite 73). PseFDH und RjFDH weisen an Position 148 
bzw. 149 einen hydrophoben Isoleucin-Rest auf, während Asparagin an dieser Position der MsFDH 
einen hydrophilen Charakter vermittelt. Die Seitenketten dieser Reste befinden sich jedoch an der 
Enzymoberfläche, sodass keine Beeinflussung der Eigenschaften des aktiven Zentrums anzunehmen 
ist. 
 





ABBILDUNG 3-10: AKTIVES ZENTRUM DER RJFDH. A: VERGLEICH DER AKTIVEN ZENTREN DER RJFDH, MSFDH UND PSEFDH DURCH 
SUPERPOSITIONIERUNG DER PROTEINSTRUKTUREN. GRAU: RJFDH, GRÜN: PSEFDH, BLAU: MSFDH. B: STRUKTURELLE 
UNTERSCHIEDE IM BEREICH DER ÖFFNUNG DES SUBSTRATKANALS. GRAU: RJFDH, GRÜN: PSEFDH, BLAU: MSFDH. 
 
Weiterhin lagen nahezu alle Aminosäuren, welche die Cofaktorbindetasche aufbauen, für alle drei 
untersuchten Enzyme konserviert vor. Die starke Konservierung dieses Bereichs findet in dem sich 
gleichenden Km-Wert für NAD+ Ausdruck (siehe Tabelle 3-7, Seite 73). Lediglich eine für die RjFDH 
spezifische Änderung in dem Bereich der Cofaktorbindetasche konnte an Position 242 beobachtet 
werden. An dieser Stelle befindet sich im Falle der PseFDH und MsFDH ein Arginin-Rest, während die 
RjFDH ein Prolin aufweist (Abbildung 3-10, B). Die sperrige Seitenkette des Arginins hat die Bildung 
einer schmaleren Öffnung des Substratkanals zur Folge. Weiterhin könnten Abstoßungsreaktionen 
zwischen den 3,8 Å entfernt liegenden Aminogruppen des Adenosinrests des NAD+ und der Arginin-
Seitenketten die Position des Cofaktors in der Bindetasche geringfügig beeinflussen. Dies könnte 
schlussendlich zu einer Änderung der Ausrichtung der Reaktanden im aktiven Zentrum führen, was die 
Enzymaktivität der RjFDH positiv beeinflussen könnte und somit als Erklärungsansatz für die erhöhte 
Aktivität dienen kann. Um zu überprüfen, ob allein dieser Effekt ursächlich für die deutlich gesteigerte 
Aktivität ist, müssten an dieser Position Einzelmutationen eingeführt und überprüft werden. Weitere 
mögliche Effekte dieser Unterschiede werden detailliert in Punkt 3.2.4. dieser Arbeit besprochen.  
Potentielle Veränderungen der Geometrie des aktiven Zentrums durch umliegende Regionen konnten 
mittels der erstellten Homologiemodelle für die RjFDH nicht beobachtet werden. Für eine intensivere 
Betrachtung der strukturellen Determinanten der gesteigerten Enzymaktivität der RjFDH müsste die 
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Das Substratspektrum der RjFDH wurde überprüft, indem verschiedene niedermolekulare 
Kohlenwasserstoffverbindungen als Substrat für die enzymatische Reaktion der FDH (Oxidation und 
Reduktion) getestet wurden. Die Konzentration der Substrate betrug stets 25 mmol L-1. Für die 
Oxidationsreaktion wurden 1 mmol L-1 NAD+ und für die Reduktion 0,1 mmol NADH als Cofaktor 
eingesetzt. Die Enzymkonzentration betrug 10 µg mL-1 bei pH 7,0 (100 mmol L-1 
Kaliumphosphatpuffer). Wie in Tabelle 3-8 ersichtlich, wurde lediglich Formiat von der RjFDH als 
Substrat für die Oxidationsreaktion genutzt. Für die Reduktionsreaktion konnte für keine der 
aufgelisteten Substanzen ein Umsatz gemessen werden. 









































Dieses stark spezialisierte Substratspektrum der RjFDH stimmt mit dem bekannter NAD-abhängiger 
Formiatdehydrogenasen überein (SCHÜTTE ET AL., 1976; ASANO ET AL., 1988; NANBA ET AL., 2003A; NANBA ET 
AL., 2003B, DING ET AL., 2011). Weitere Substrate wurden jedoch geprüft, da in der Vergangenheit ebenso 
Formiatdehydrogenasen beschrieben wurden, welche eine erweiterte Substratspezifität aufwiesen. 
Natriumazid wirkte als starker Inhibitor. Bereits eine Konzentration von 10 µmol L-1 sorgte für eine 
vollständige, irreversible Inhibition der Enzymaktivität der RjFDH, was ein für FDH typisches Verhalten 
darstellt. Die Inhibition von FDH durch Natriumazid wurde bereits vielfach in der Literatur beschrieben 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  84 
(OHYAMA UND YAMAZAKI, 1975; ASANO ET AL., 1988; IIDA ET AL., 1992; NANBA ET AL., 2003A; NANBA ET AL., 
2003B). Natriumazid fungiert als kompetitiver Inhibitor, da es isoelektronisch zum Produkt CO2 ist und 
gleichermaßen negativ geladen wie das Substrat Formiat vorliegt (BLANCHARD UND CLELAND, 1980; GUO 
ET AL., 2016). Das Molekül bindet mit hoher Affinität irreversibel im aktiven Zentrum der FDH und wirkt 
als transiton state analog (TSA). Als starker Inhibitor weist Natriumazid beispielsweise bei der CbFDH 
einen Ki-Wert von 40 nmol L-1 auf (GUO ET AL., 2016). Die Zugabe von 1 mmol L-1 EDTA führte zu keiner 
Veränderung der Aktivität der RjFDH. 
 
Weiterhin wurde eine mögliche Beeinflussung der Enzymaktivität durch Zugabe von Salzen untersucht. 
Hierzu wurden verschiedene Metallverbindungen in einer Konzentration von 1 mmol L-1 dem 
Standardassay hinzugefügt. Weiterhin wurden definierte Volumina der RjFDH über mehrere Tage mit 
1 mmol L-1 Metallionen bei 4 °C inkubiert und anschließend auf veränderte Enzymaktivität überprüft. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-11 dargestellt.  
 
ABBILDUNG 3-11: BEEINFLUSSUNG DER ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH DURCH METALLIONEN. DIE SALZE WURDEN ENTWEDER DIREKT 
ZUM STANDARD-ASSAY GEGEBEN (0H) ODER MIT 1 MMOL L-1 SALZ INKUBIERTES ENZYM ZUM STARTEN EINES STANDARD-ASSAY 
VERWENDET (24-96H, 4 °C).  
 
Die meisten Metallionen zeigten lediglich einen geringfügigen Effekt auf die Enzymaktivität der RjFDH. 
Lediglich Kupfer (Cu2+) sorgte für einen initialen Aktivitätsverlust von über 70 % (verglichen mit einer 
Kontrollprobe) und führte nach 96 Stunden Inkubationszeit (4 °C) zu einem nahezu vollständigen 
Verlust der katalytischen Aktivität. Durch Zinn (Sn2+) wurde nach 96 Stunden 20 % Aktivitätsverlust, für 
Zink (Zn2+) 18 % Aktivitätsverlust und für Kobalt (Co2+) rund 15 % Aktivitätsverlust bestimmt. Die Zugabe 
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Aktivität. Eine Inkubation mit Eisen (sowohl Fe2+ als auch Fe3+) sorgte nach 96 Stunden für einen 
Aktivitätsverlust von unter 10 %. Für Nickel (Ni2+), Lithium (Li+) und Magnesium (Mg2+) fiel der 
Aktivitätsverlust mit unter 5 % nach 96 Stunden Inkubation, verglichen mit einer Kontrollprobe, 
nochmals geringer aus. 
In ihrem Verhalten gegenüber Metallionen unterscheiden sich verschiedene FDH-Varianten 
geringfügig voneinander. Für die CbFDH wurde berichtet, dass Zn2+, Mn2+ und Sn2+ keinen Effekt auf 
die Enzymaktivität ausüben (SCHÜTTE ET AL., 1976; LIU ET AL., 2016). Bei der RjFDH kommt es hingegen zu 
einer geringfügig negativen Beeinflussung durch diese Metalle. Eine Ausnahme bildet die FDH aus 
Bacillus sp. F1 (BsFDH). Das Enzym zeigt als einziges eine Erhöhung der spezifischen Aktivität durch 
Zugabe von 1 mmol L-1 Li+, Mg2+, Mn2+, Co2+ und Fe2+ um 14, 8, 30, 10 und 50 % bezogen auf die 
Negativkontrolle (DING ET AL., 2011). Dieses Verhalten unterscheidet sich drastisch von dem der RjFDH. 
Deutlich stärker als die RjFDH wird das Enzym wiederum von Ni2+, Zn2+ und Fe3+ inaktiviert (12, 56 und 
84 % Aktivitätsverlust). Die Empfindlichkeit gegenüber Kupfer ist hingegen ein für alle bekannten FDH-
Varianten zutreffendes Merkmal (SCHÜTTE ET AL., 1976; HOU ET AL., 1982; NANBA ET AL., 2003A, 2003B; DING 
ET AL., 2011).  
Konzentrationen von 1 mmol L-1 Kupfer führen zu einer starken Inaktivierung der RjFDH. Diese 
Empfindlichkeit der FDH gegenüber Kupfer liegt vermutlich in der Oxidation der Thiolgruppen der 
Cysteinreste durch Luftsauerstoff begründet, welche durch Cu2+ zusätzlich katalysiert wird (SCHÜTTE ET 
AL., 1976; HOU ET AL., 1982; SLUSARCZYK ET AL., 2000). Zur Verbesserung der Anwendbarkeit von FDH in 
industriellen Prozessen konnte diese Empfindlichkeit durch gezielte Mutagenese verringert werden. 
Der Austausch von Cysteinresten an der Moleküloberfläche zeigte für das Standardenzym CbFDH eine 
deutliche Erhöhung der Enzymstabilität in Gegenwart von Cu2+, verglichen mit dem Wildtyp (SLUSARCZYK 
ET AL., 2000). Um zu überprüfen, ob die RjFDH ebenfalls eine erhöhte Kupfertoleranz durch einen 
Austausch der Cysteinreste entwickeln kann, wurden im Zuge dieser Arbeit Mutanten angefertigt, bei 
welchen diese durch Alanin ersetzt wurden (siehe Punkt 3.4.1.).  
Da die RjFDH ein ähnliches Verhalten gegenüber Metallionen wie das Standardenzym CbFDH aufweist, 
sind vergleichbare Einsatzmöglichkeiten zu erwarten. Aufgrund der geringen Inaktivierung der RjFDH 
durch Metallionen (mit Ausnahme von Kupfer) kann bereits der RjFDH-Wildtyp für Anwendungen in 
Gegenwart von Metallionen verwendet werden, so zum Beispiel in der Cokultivierung 
metallabhängiger Enzyme. In diesem Zug könnte die RjFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem mit 
metallabhängigen ADHs wie der ADH aus Rhodococcus ruber, der ADH aus Thauera aromatica oder der 
Carbonylreduktaste II aus Candida parapsilosis (CPCR2) eingesetzt werden, um eine effiziente Synthese 
enantiomerenreiner, chiraler Alkohole oder α-Hydroxyketone zu ermöglichen (PETERS ET AL., 1993; 
KOSJEK ET AL., 2004; LODERER ET AL., 2015).  
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Die Spezifität der RjFDH gegenüber verschiedenen Cofaktoren wurde unter Standardbedingungen 
getestet. Neben den natürlich vorkommenden Cofaktoren NAD+ und NADP+ wurde auch das NAD-
Analogon Carba-NAD (cNAD+) getestet. Bei diesem synthetisch erzeugten Analogon wurde der β-D-
Ribonucleotidring des Nicotinamid-Ribonucleosid-Rests von NAD durch einen 2,3-Dihydroxycyclo-
pentanring ersetzt. Carba-NAD zeichnet sich durch eine höhere Stabilität als NAD+ aus, was mit einer 
geringeren Anfälligkeit des Moleküls für hydrolytische Spaltung begründet wird (SLAMA UND SIMMONS, 
1988; HOENES ET AL., 2007).  
Darüber hinaus wurde auf Enzymaktivität mit verschiedenen synthetischen Cofaktoren auf 
Nikotinamid-Basis getestet (Nicotinamide coenzyme biomimetics, NCBs). Bei diesen Cofaktoren 
handelt es sich um Nikotinamid-Derivate, welche unterschiedliche Substituenten am Stickstoff oder 
C3-Atom des Pyridinrings aufweisen und somit maßgeschneiderte elektrochemische Eigenschaften 
haben (PAUL ET AL., 2014; PAUL UND HOLLMANN, 2016). So hat beispielsweise das Paar BNA+/BNAH  
(1-Benzyl-1,4-Dihydronikotinamid) mit -361 mV ein niedrigeres Redoxpotential als NAD+/NADH (-340 
mV). Die Möglichkeit, Cofaktoren mit negativeren Redoxpotentialen zu nutzen, könnte insbesondere 
für die Fixierung von CO2 durch NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen interessant sein. Weiterhin 
könnte eine katalytische Umsetzung des Cofaktors durch die RjFDH eine Alternative zu einer rein 
chemischen Reduktion der synthetischen Cofaktoren darstellen. Auch ein Einsatz der RjFDH als 
Cofaktor-Regenerierungssystem für En-Reduktasen (welche NCBs akzeptieren) wäre eine interessante 
Anwendung (PAUL ET AL., 2013; OKAMOTO ET AL., 2016; GUARNERI ET AL., 2019). Bislang konnte für keine 
NAD-abhängige Formiatdehydrogenase Aktivität mit NCBs nachgewiesen werden (PAUL UND HOLLMANN, 
2016). Alle Cofaktoren wurden in einer Konzentration von 1 mmol L-1 einem Standard-Assay eingesetzt. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 3-12 dargestellt. 
 
ABBILDUNG 3-12: COFAKTORSPEZIFITÄT DER RJFDH. DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN AKTIVITÄTEN ERFOLGTE BEI 
























ERGEBNISSE UND DISKUSSION  87 
NUTZUNG VON NADP+ 
Für NADP+ konnten gegenüber NAD+ wie bereits im Vorversuch unter Punkt 3.1.2 (Abbildung 3-2, Seite 
69) eine Restaktivität von rund 3% bestimmt werden. Die deutliche Bevorzugung von NAD+ gegenüber 
NADP+ liegt in der dreidimensionalen Struktur der Cofaktor-Bindetasche der RjFDH begründet. Wie im 
Homologiemodell deutlich zu erkennen, sorgen die mit den großen Seitenketten der Aminosäuren 
Asp222 und Arg223 einhergehenden sterischen Behinderungen im Bereich der Bindetasche dafür, dass 
NADP+ mit seinem zusätzlichen Phosphatrest deutlich schlechter binden kann (siehe Abbildung 3-13). 
Dies spiegelt sich in der experimentell bestimmten Michaelis-Menten-Konstante der RjFDH für die 
beiden Cofaktoren wider. Während für NAD+ ein Km von 0,010 mmol L-1 bestimmt wurde, liegt dieser 
für NADP+ bei 1,66 mmol L-1.  
 
ABBILDUNG 3-13: COFAKTORBINDENDER BEREICH DER RJFDH. TÜRKIS: NAD+, IN SCHWARZ IST DIE POSITION DES PHOSPHATRESTS 
DES COFAKTORMOLEKÜLS MARKIERT. DEN PHOSPHATREST BEHINDERNDE AMINOSÄUREN SIND IN BLAU DARGESTELLT.  
 
Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit den für die meisten NAD-abhängigen 
Formiatdehydrogenasen bestimmten Cofaktor-Spezifitäten, welche mit NADP+ keine oder nur sehr 
geringe Enzymaktivität zeigen (SCHÜTTE ET AL., 1976; GUL-KARAGULER ET AL., 2001; HERMAN ET AL., 2002; 
SEROV ET AL., 2002; NANBA ET AL., 2003A; NANBA ET AL., 2003B; ANDREADELI ET AL., 2008). Bislang wurden nur 
wenige NADP-spezifische FDH entdeckt und beschrieben (YAMAMOTO ET AL., 1983; HATRONGJIT UND 
PACKDIBAMRUNG, 2010; FOGAL ET AL., 2015). Probleme wie extreme Sauerstoffempfindlichkeit oder 
geringe spezifische Aktivitäten machen eine Anwendung dieser Enzyme in Cofaktor-
Regenerierungssystemen jedoch bislang unrentabel. Ziel vieler Experimente war daher, die 
Cofaktorspezifität bereits bekannter NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen hin zu NADP+ zu 
verändern (TISHKOV UND POPOV, 2006; WU ET AL. 2009). Die RjFDH bildet für derartige Mutationsstudien 
aufgrund ihrer sehr hohen spezifischen Aktivität mit NAD+ eine ausgezeichnete Grundlage. Diese 
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CNAD+ UND NCBS 
Für das synthetische NAD-Analogon cNAD+ wurde eine Restaktivität von rund 8% bestimmt. Im Falle 
von cNAD+ kommt es zu keiner sterischen Behinderung durch zusätzliche Reste am Molekül, jedoch 
führt die Substitution der Ribose durch einen 2,3-Dihydroxycyclopentanring zu Änderungen der 
elektrochemischen Eigenschaften des Moleküls. Diese Veränderungen sind vermutlich ursächlich für 
die höhere Stabilität des Moleküls im basischen Milieu (SLAMA UND SIMMONS, 1988; HOENES ET AL., 2007). 
Es ist anzunehmen, dass sich die veränderten Eigenschaften negativ auf die Cofaktorbindung oder den 
Reaktionsmechanismus auswirken. Kristallographische Studien zeigten, dass NAD+ und cNAD+ in der 
Cofaktor-Bindedomäne von Sirtuinen eine nahezu identische Konformation einnehmen (ZHAO ET AL., 
2004, SZCZEPANKIEWICZ ET AL., 2012). Dies würde dafürsprechen, dass die Unterschiede auf die 
unterschiedlichen elektrochemischen Eigenschaften der Cofaktor-Moleküle zurückzuführen sind und 
nicht auf eine unterschiedliche Sterik der Cofaktoren. So könnte beispielsweise die Polarisierung des 
Pyridinrings aufgrund der Substitution gestört sein, was einen deutlich schlechteren Hydridtransfer zur 
Folge haben könnte. 
Keinerlei Enzymaktivität konnte mit den synthetischen NCB-Molekülen gemessen werden. Alle 
enzymatischen Reaktionen wurden photometrisch bei einer Wellenlänge von 340 nm gemessen. Der 
zentrale Pyridinring der synthetischen Cofaktoren bildet ein chromophores System mit eben jenem 
Absorptionsmaximum, was den Nachweis der enzymatischen Reaktion bei Standardbedingungen 
ermöglicht (JELLINEK UND WAYNE, 1951; KETTELER, 2012). NCBs weisen neben ihrer reduzierten Struktur 
(siehe Abbildung 3-12) auch deutlich unterschiedliche elektrochemische Eigenschaften auf. So liegt das 
Redoxpotential von BNA+ / BNAH unter Standardbedingungen bei -361 mV und das Redoxpotential von 
MNA+ / MNAH sogar bei -402 mV (PAUL ET AL., 2014). Beide liegen somit deutlich unter dem 
Redoxpotential von NAD+ / NADH von -320 mV. Thermodynamisch betrachtet ist eine Reduktion der 
eingesetzten NCBs möglich, da das Redoxpotential des Paares CO2 / Formiat bei -420 mV liegt. Jedoch 
scheint die stark verkürzte Struktur der synthetischen Cofaktor-Moleküle dafür zu sorgen, dass keine 
Bindung in einer für die Katalyse erforderlichen Position im Substratkanal stattfindet. So vermittelt das 
Riboserückgrat des natürlichen Cofaktors NAD+ viele Wasserstoffbrücken, welche für eine korrekte 
Positionierung des Cofaktors in der Bindetasche erforderlich sind (AGARWAL ET AL., 2000). Aufgrund der 
stark verkürzten Cofaktor-Struktur der NCBs erfolgt vermutlich keine Bindung dieser an das Rossmann-
Motiv, da nicht ausreichend viele Interaktionen zwischen diesem und dem Cofaktor eingegangen 
werden. Um diese Hypothese zu überprüfen wurden in silico-Dockingstudien am Homologiemodell der 
RjFDH mit MNA+ (1-Methylnikotinamid) und BNA+ (1-Benzylnikotinamid) als Cofaktor durchgeführt. Als 
Rezeptor diente das starre Homologiemodell der RjFDH, die Berechnungen wurden mittels des 
Algorithmus AutoDock Vina durchgeführt (TROTT UND OLSON, 2010). Die Experimente konnten keine für 
die Katalyse erforderliche Positionierung der Cofaktoren simulieren (Abbildung 3-14).  
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ABBILDUNG 3-14: IN SILICO-STUDIEN ZUR BINDUNG VON BNA+ UND MNA+ AN DER RJFDH. WÄHREND MNA+ (HELLGRÜN) AN DER 
ENZYMOBERFLÄCHE AUßERHALB DER COFAKTOR-BINDETASCHE BINDET, WURDE FÜR BNA+ (ROT) EINE BINDUNG INNERHALB DIESER 
BERECHNET. DER ERHÖHTE ABSTAND ZU DEM SUBSTRATANALOGON (N3) UND HIS333 IM VERGLEICH ZU NAD+ (TRANSPARENT) 
VERHINDERT OFFENBAR EINE KATALYTISCHE AKTIVITÄT MIT DEM COFAKTOR.  1: ABSTAND BNA+ ZU N3-: 6,6 Å; NAD+ ZU N3-: 3,3 Å.  
2: ABSTAND BNA+ ZU HIS333: 7,8 Å; NAD+ ZU HIS333: 3,8 Å. 
 
Während für den am stärksten reduzierten synthetischen Cofaktor MNA+ keine Bindung innerhalb der 
Cofaktor-Bindetasche berechnet werden konnte, konnte in der bestbewerteten Operation eine BNA+-
Bindung (Vina Score: -7,5) in relativer räumlicher Nähe zu der für die Katalyse essentiellen Aminosäure 
His333 simuliert werden. Vergleicht man jedoch die Bindung von BNA+ mit der von NAD+, so liegt das 
für die Redoxreaktion entscheidende C4-Atom des Pyridinrests mit 7,8 Å gegenüber 3,8 Å im Falle von 
NAD+ mehr als doppelt so weit entfernt von His333 (Abbildung 3-14). His333 stellt die zentrale 
katalytische Aminosäure im aktiven Zentrum von FDH dar, welche direkt an der Bindung von Substrat 
und Cofaktor beteiligt ist (TISHKOV UND POPOV, 2006; CASTILLO ET AL., 2008). Der Aminosäurerest bildet im 
aktiven Zentrum von FDH Wasserstoffbrücken sowohl zum O1-Atom des Substratmoleküls als auch 
zum O8-Atom der Carboxamidgruppe des Cofaktors NAD+ aus. Die elektrostatische Interaktion 
zwischen His333 und der Carboxamidgruppe des Cofaktors trägt zu einer Polarisierung der 
Carbonylgruppe bei, was zur Bildung einer positiven Partialladung am C4-Atom des Pyridinrings 
beiträgt. Die resultierende dipolare Form des Cofaktors begünstigt den Hydridtransfer stark (CASTILLO 
ET AL., 2008). Aufgrund des zu großen Abstands wird die His333-O8-Wasserstoffbrücke in silico nicht 
ausgebildet. Weitere in diesem Bereich an der Bindung des Cofaktors beteiligte Aminosäuren sind 
Thr282 und Asp306. Neben der Positionierung des Cofaktors erhöhen diese ebenso die elektrophilen 
Eigenschaften des C4-Atoms (CASTILLO ET AL., 2008). Auch für Thr282 und Asp306 konnten in silico keine 
Wasserstoffbrücken ausgebildet werden. Dies lässt darauf schließen, dass auch im Falle einer Bindung 
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Cofaktor keine produktive Bindung zustande kommt, welche eine katalytische Reaktion ermöglicht. 
Weiterhin könnte die unzureichende Interaktion des Cofaktors mit den Aminosäuren des aktiven 
Zentrums für eine unzureichende Polarisierung des Nikotinamidrings sorgen, was den Hydridtransfer 
stark negativ beeinflussen würde. Gleichermaßen ist der Abstand zwischen dem Substratanalogon 
Natriumazid und dem C4-Atom von BNA+ mit 6,6 Å doppelt so groß wie zwischen NAD+ und 
Natriumazid. Dies könnte ebenso einen negativen Effekt auf den Ablauf des Hydridtransfers ausüben. 
Eine direkte Nutzung von NCBs wurde bislang nur bei wenigen Enzymen nachgewiesen (OKAMOTO ET 
AL., 2016; PAUL ET AL., 2014; ZACHOS ET AL., 2019). So akzeptieren beispielsweise En-Reduktasen wie das 
Old yellow enzyme (OYE) reduzierte NCBs und zeigen mit diesen gar eine verbesserte katalytische 
Aktivität als mit natürlichen Cofaktoren. Die Gründe hierfür sind jedoch noch nicht aufgeklärt (PAUL ET 
AL., 2013; KNAUS ET AL., 2016; LÖW ET AL., 2016; GUARNERI ET AL., 2019). Mittlerweile konnten auch für 
einige Dehydrogenasen Aktivität mit ausgewählten NCBs festgestellt werden, wenngleich diese durch 
geringen Umsatzraten und katalytische Effizienzen gekennzeichnet waren (NOWAK ET AL., 2017B; 
GUARNERI ET AL., 2019). So wurde mit einer mutierten Glucose-Dehydrogenase aus Sulfolobus 
sulfataricus eine Reduktion von BNA+ gemessen, ebenso mit einer NADPH-Oxidase aus Bacillus subtilis 
und NADH-Oxidase aus Lactobacillus pentosus (NOWAK ET AL., 2015; KNAUS ET AL., 2016; NOWAK ET AL., 
2017A). Oxidierte NCBs können somit bislang nicht sinnvoll enzymatisch regeneriert werden, was ihre 
Anwendung in der Biotechnologie stark einschränkt. Eine einfache enzymatische Reduktion NCBs wäre 
wünschenswert, da dies zusätzlich eine Alternative zu rein chemischen Reduktionsverfahren für die 
Cofaktoren darstellt. Eine enzymatische Reduktion mittels FDH bietet hier eine Reihe von Vorteilen 
wie eine günstige Thermodynamik, sowie die einfache Entfernung von CO2 aus dem Reaktionsmedium. 
Da für die RjFDH keinerlei Grundaktivität mit oxidierten NCBs gemessen werden konnte, ist es fraglich, 
ob Mutagenese-Experimente der RjFDH im Bereich des Substratkanals zu einer Akzeptanz und 
Umsetzung der synthetischen Cofaktoren führen können. 
VERGLEICH DER COFAKTORNUTZUNG MIT CBFDH 
Abschließend wurde die Cofaktornutzung der RjFDH experimentell mit der des Standardenzyms CbFDH 
verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-15 dargestellt, es konnten keine nennenswerten 
Unterschiede festgestellt werden. Die Restaktivität mit NADP+ lag bei der CbFDH in einem ähnlichen 
Bereich wie bei der RjFDH, gleiches gilt für den synthetischen Cofaktor cNAD+. Auch die CbFDH konnte 
cNAD+ als Cofaktor für die Oxidation von Formiat nutzen. In diesem Fall wies jedoch die RjFDH eine 
geringfügig höhere Aktivität als die CbFDH auf.  
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ABBILDUNG 3-15: VERGLEICH DER COFAKTORSPEZIFITÄT ZWISCHEN RJFDH UND DEM STANDARDENZYM CBFDH. DIE BESTIMMUNG 
DER RELATIVEN AKTIVITÄTEN ERFOLGTE BEI RAUMTEMPERATUR (1 MMOL L-1 COFAKTOR, 100 MMOL L-1 NATRIUMFORMIAT, 100 
MMOL L-1 KPI; PH 7,0). 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich bei der RjFDH um ein NAD-abhängiges Enzym 
handelt, welches NADP+ nur im geringen Maß nutzen kann. Dementsprechend ist der Wildtyp der 
RjFDH ausschließlich für eine Anwendung in der Regenerierung von NADH geeignet. Aufgrund der 
hohen spezifischen Aktivität mit NAD+ könnten RjFDH-Mutanten mit veränderten Cofaktor-
Bindetaschen jedoch auch für die Cofaktor-Regenerierung von NADPH interessant sein. Entsprechende 
Experimente wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Synthetische Cofaktoren konnten nur 
dann genutzt werden, wenn diese eine starke strukturelle Ähnlichkeit zu NAD+ aufwiesen, was für den 
synthetischen Cofaktor cNAD+ der Fall war.  
 
Neben der Oxidation von Formiat zu CO2 und reduzierten Cofaktor-Molekülen, katalysieren NAD- 
abhängige Formiatdehydrogenasen in einem sehr geringen Maße auch die Rückreaktion, die 
Reduktion von CO2 zu Formiat mittels der Oxidation von reduzierten Cofaktoren. Dies macht FDH 
prinzipiell für die Fixierung von CO2 und dessen Umwandlung in wertvolle chemische Verbindungen 
interessant. Für die Reduktion wurden aufgrund ungünstiger thermodynamischer Bedingungen  
(ΔG°’= –19,3 kJ mol-1) nur sehr geringe Enzymaktivitäten gemessen (SCHÜTTE ET AL., 1976).  
In einem direkten Vergleich vieler bekannter FDH zeigte das Enzym aus Thiobacillus sp. KNK65M 
(TsFDH) jedoch deutlich höhere Umsatzraten als alle anderen untersuchten Enzymvarianten (CHOE ET 
AL., 2014; CHOE ET AL., 2015). Mit 9,5 mU mg-1 bei Raumtemperatur (pH 6,0) wies die TsFDH die bislang 
höchsten gemessenen Aktivitäten für die CO2-Reduktion durch NAD-abhängige FDH auf. Diese hohe 
Aktivität war ein Auswahlkriterium der Auswahl von TsFDH als Matrizensequenz für die Suche nach 
neuen FDH-Varianten. Für die molekularen Ursachen dieser Unterschiede konnten bislang lediglich 
Vermutungen angestellt werden (CHOE ET AL., 2015). Ob die höhere Aktivität der Oxidationsreaktion der 
RjFDH auch mit einer höheren Reduktionsleistung verbunden ist, wurde im Zuge dieser Arbeit durch 
vergleichende Messungen der CO2-Reduktion durch RjFDH und CbFDH mit der effizienteren CO2-
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da eine Beeinflussung der Reaktion durch unterschiedliche pH-Werte beschrieben wurde (CHOE ET AL., 
2014). Bei allen pH-Werten wurde eine Negativkontrolle mitgeführt, um eine eventuelle unspezifische 
NADH-Zersetzung nicht irrtümlich als CO2-Reduktion zu interpretieren. Als Substrat wurde NaHCO3 
verwendet. In wässriger Lösung bei neutralem pH liegt ein Teil des Hydrogencarbonats als CO2 vor, was 
als Substrat für das Enzym fungiert.   
 
ABBILDUNG 3-16: SPEZIFISCHE AKTIVTÄTEN DER RJFDH, TSFDH UND CBFDH FÜR DIE REDUKTION VON CO2 ZU FORMIAT. DIE 
MESSWERTEN DER TSFDH WURDEN DER LITERATUR ENTNOMMEN, DIE MESSUNG FÜR DIE RJFDH UND CBFDH FAND UNTER 
VERGLEICHBAREN BEDINGUNGEN STATT (CHOE ET AL., 2014). DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN AKTIVITÄTEN ERFOLGTE BEI 
RAUMTEMPERATUR (0,25 MMOL L-1 NADH, 100 MMOL L-1 NAHCO3, 100 MMOL L-1 KPI). 
 
Die Ergebnisse spiegeln weiterhin den bereits in der Literatur für die meisten FDH beobachteten Trend 
wider, dass für die CO2-Reduktion höhere Aktivitäten bei niedrigen pH-Werten gemessen werden 
(CHOE ET AL., 2014). Alle Enzyme erreichten die höchsten spezifischen Aktivitäten bei dem niedrigsten 
gemessenen pH-Wert von 6,0. Die RjFDH erzielte jedoch bei jedem pH-Wert die höchsten spezifischen 
Aktivitäten aller getesteten Enzyme und wies mit 12,1 mU mg-1 bei pH 6,0 eine 25% höhere spezifische 
Aktivität als die TsFDH unter vergleichbaren Bedingungen auf (Abbildung 3-16). Bei pH-Werten von 
unter 6,0 trat eine starke Blasenbildung in der Küvette durch Ausgasen von CO2 in Folge der 
säurekatalysierten Zersetzung von NaHCO3 auf, was eine starke Störung der photometrischen Messung 
zur Folge hatte. Daher wurden keine Messungen unter pH 6,0 durchgeführt. Zusätzlich wurde für pH-
Werte unter 6,0 eine unerwünschte beschleunigte Hydrolyse von NADH berichtet (WU ET AL., 1986).  
Somit weist die RjFDH nicht nur für die Oxidation von Formiat zu CO2 die höchsten bislang gemessenen 
maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten auf, sondern zeigt auch in der Rückreaktion bei pH 6,0 die 
höchsten spezifischen Aktivitäten. Mit NADPH konnte keine CO2-Reduktion nachgewiesen werden. 
Eine detaillierte Betrachtung der Reduktion von CO2 mit NADPH findet sich unter Punkt 3.2.4. Die für 
die CbFDH bestimmten spezifischen Aktivitäten lagen deutlich über denen von Choe et al. (2014), so 
wurde bei einem pH-Wert von 6,0 eine spezifische Aktivität von 5,5 statt 1,3 mU mg-1 ermittelt. Die 
Aufnahme kinetischer Parameter für die FDH-katalysierte CO2-Reduktion war aus verschiedenen 
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1 mmol L-1 eine vollständige Inhibierung der Rückreaktion stattfand. Eine solche Inhibierung durch 
hohe Konzentrationen an reduzierten Cofaktoren wurde bereits bei elektroenzymatischen Versuchen 
mit der CbFDH beobachtet (KIM ET AL., 2014). Bei NADH-Konzentrationen von unter 0,1 mmol L-1 zeigten 
Vorversuche mit RjFDH hingegen kaum messbare Aktivitäten. Dieses Verhalten wurde auch für die 
CbFDH beschrieben (KIM ET AL., 2014). Weiterhin kann durch die Zugabe von NaHCO3 als CO2-Quelle 
lediglich ein Näherungswert für den prozentualen Anteil von CO2 in wässriger Lösung bestimmt 
werden. Dieser Anteil nimmt mit absteigendem pH-Wert zu und liegt bei pH 6,0 bei rund 65%, bei pH 
5,0 sogar bei rund 95% (WOJTOWICZ, 2001). Somit liegt bei niedrigen pH-Werten eine durchschnittlich 
höhere CO2-Konzentration vor, was offenbar die Erhöhung der spezifischen Aktivitäten der FDH im 
sauren Milieu zur Folge hat. Problematisch ist jedoch in diesem Zusammenhang die geringe Löslichkeit 
von CO2 unter Normaldruck und bei Raumtemperatur, was zu dem bereits erwähnten starken 
Ausgasen von CO2 unter pH 6,0 und der damit einhergehenden Störung der photometrischen Messung 
führt. 
Weiterhin ist die Protonierung der für die Katalyse essentiellen Aminosäure His333 im aktiven Zentrum 
abhängig vom pH-Wert. Diese Protonierung ist zwar nicht essentiell für die Katalyse an sich, wirkt sich 
jedoch positiv auf die Substratbindung aus (CASTILLO ET AL., 2008). Möglicherweise wirkt sich eine 
Protonierung dieser Aminosäure stärker auf die Reduktion von CO2 als auf die Oxidation von Formiat 
aus. Die mit dem sinkenden pH-Wert einhergehende Protonierung der Substratbindetasche des 
aktiven Zentrums könnte weiterhin die Bildung des Übergangszustands erleichtern. Denkbar ist, dass 
dieser Effekt selbst nur sehr schwach ist und daher nur bei entsprechend geringen spezifischen 
Aktivitäten messbar ist. Für die Oxidation von Formiat ist keine positive Beeinflussung der Reaktion bei 
niedrigen pH-Werten gemessen worden (siehe Punkt. 3.2.6.). 
POTENTIELLE STRUKTURELLE URSACHEN DER AKTIVITÄTSUNTERSCHIEDE 
Neben der für alle FDH auffälligen pH-Abhängigkeit wurden in der Literatur Vermutungen über 
mögliche strukturelle Ursachen der Aktivitätsunterschiede der CO2-Reduktion von verschiedenen FDH-
Varianten angestellt. Insbesondere die Größe der Substratkanäle sowie die terminalen Bereiche der 
FDH wurden hier als mögliche Ursachen vermutet (CHOE ET AL., 2014; CHOE ET AL., 2015). In silico-
Untersuchungen am Homologiemodell der RjFDH und des Strukturmodells der TsFDH (PDB-Nummer: 
3WR5) zeigten, dass in beiden aktiven Zentren sämtliche Aminosäuren, welche durch Castillo et al. 
(2008) als relevant für den Ablauf der katalytischen Reaktion der FDH beschrieben wurden, konserviert 
vorliegen. Aufgrund dieses identischen Aufbaus der aktiven Zentren müssen die Ursachen der 
Aktivitätsunterschiede anderweitig gesucht werden. Weiterhin liegen nahezu alle Aminosäuren, 
welche sich in bis zu 6 Å Abstand zu dem gebundenen NAD+-Molekül befinden, sequenzidentisch vor. 
Unterschiede in der Positionierung von Cofaktor und Substrat können daher hauptsächlich auf  
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second shell-Effekte zurückgeführt werden. Die einzigen beiden Ausnahmen könnten jedoch von 
Interesse sein. So unterscheiden sich beide Enzyme jeweils an den Aminosäurepositionen 242 (RjFDH: 
Pro242, TsFDH: Arg242) und 377 (RjFDH: Val377, TsFDH: Thr377. Zum einen ist nach in silico-
Untersuchungen am Strukturmodell der TsFDH Arg242 in der Lage, in der geschlossenen 
Enzymkonformation eine Wasserstoffbrückenbindung mit Glu261 einzugehen (Abbildung 3-17). Für 
die RjFDH fehlt in der geschlossenen Konformation diese Interaktion, da Pro242 keine 
Wasserstoffbrücken ausbilden kann. Aufgrund der kürzeren Seitenkette ist der Abstand zwischen 
Pro242 und Glu261 im Modell der RjFDH deutlich größer. Zum anderen kann die TsFDH an 
Aminosäureposition 377 mit Thr377 ebenfalls eine Wasserstoffbrücke zu Glu365 ausbilden. 
 
 
ABBILDUNG 3-17: SUPERPOSITIONIERUNG DER RJFDH (GRAU) UND TSFDH (GRÜN) IM BEREICH DER SUBSTRATKANÄLE. 
ZUSÄTZLICHE WASSERSTOFFBRÜCKENBINDUNGEN DER TSFDH WURDEN ROT HERVORGEHOBEN. DER GEBUNDENE COFAKTOR NAD+ IST 
ORANGE DARGESTELLT.  
 
An der gleichen Position befindet sich in der RjFDH der Rest Val377, welcher an dieser Stelle keine H-
Brücke ausbilden kann. Interessanterweise treten beide Unterschiede an jeweils einer Seite der beiden 
Substratkanäle auf (Abbildung 3-17). Möglicherweise führen diese zusätzlichen Interaktionen im 
Bereich der Substratbindetasche zu einer gegenüber der RjFDH erhöhten Rigidität in dieser katalytisch 
bedeutsamen Region der TsFDH. Die Herabsetzung der Rigidität und das Erlauben einer etwas 
flexibleren Einpassung des Cofaktors in den Substratkanal könnten zu einer geringfügig veränderten 
Positionierung von diesem führen, welche sich in einer verbesserten katalytischen Leistungsfähigkeit 
der RjFDH niederschlagen könnte. 
Eine weitere strukturelle Determinante der Enzymaktivität wurde in der Größe der beiden Zugänge 
zum Substratkanal der FDH nach Bindung des Cofaktors NAD+ vermutet (CHOE ET AL., 2015). Mit der 
Bindung von NAD+ geht in Abwesenheit von Formiat eine Konformationsänderung von offener zu 
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Apoenzyms durch eine weite Öffnung sehr gut zugänglich ist, bilden sich in der geschlossenen 
Konformation nach der Cofaktorbindung zwei Öffnungen, durch welche das Substrat an das aktive 
Zentrum binden kann. Die Größe dieser Öffnungen wurde als potentielle strukturelle Ursache für 
unterschiedliche Enzymaktivitäten in Bezug auf die Reduktion von CO2 zu Formiat angenommen (CHOE 
ET AL., 2015). So weist die TsFDH verglichen mit der CbFDH deutlich größere Zugänge zum Inneren des 
Enzyms auf, was als entscheidend für den Transport des Substrats zum aktiven Zentrum interpretiert 
wurde und somit einen Einfluss auf die Reaktionskinetik nehmen könnte. Um strukturelle Unterschiede 
zwischen TsFDH und RjFDH zu überprüfen, wurden in silico-Studien mit den Strukturmodellen beider 
Enzyme durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass Öffnung 1 für beide Enzyme vollständig strukturell 





ABBILDUNG 3-18: SUBSTRATKANÄLE DER TSFDH UND RJFDH IN SUPERPOSITION. GRÜN: STRUKTUR DER TSFDH, GRAUES NETZ: 
STRUKTUR DER RJFDH, ORANGE: NAD+. A: ÖFFNUNG 1, B: ÖFFNUNG 2.  
 
Öffnung 2 hingegen ist im Falle der RjFDH deutlich schmaler, was in der Superposition beider Enzyme 
deutlich wird (Abbildung 3-18, B). Da jedoch die RjFDH höhere Aktivitäten für die Reduktion von CO2 
zu Formiat aufweist als die TsFDH, kann die Größe der Zugänge zum aktiven Zentrum bei gleichzeitiger 
Sequenzidentität der Aminosäuren des aktiven Zentrums nicht allein entscheidend für eine positive 
Aktivitäts-Beeinflussung sein. Denkbar wäre aber eine mit der räumlichen Veränderung des 
Substratkanals einhergehende günstige Veränderung der Cofaktor-Positionierung. Um dies 
eingehender untersuchen zu können, ist jedoch die Verfügbarkeit einer Kristallstruktur der RjFDH mit 
gebundenem Cofaktor zwingend erforderlich. 
In Zusammenhang mit den Öffnungen des Substratkanals wurde auch der C-terminale Bereich der FDH 
als möglicher strukturell aktivitätsbeeinflussender Faktor genannt (CHOE ET AL., 2015). Dieser liegt für 
RjFDH und TsFDH stark konserviert vor (Aminosäureidentität: 85%). Es wird vermutet, dass dieser nach 
dem sequentiellen Binden von Substrat und Cofaktor für konformelle Änderungen des Enzyms sorgt 
und die Reaktion positiv beeinflusst. Weiterhin wurde eine Verdeckung der Öffnung 2 des 
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Substratkanals durch den C-Terminus und der an dessen Ende befindlichen Helix α20 beschrieben. 
Dieser Blockade wird ein potentieller Ausschluss von Lösungsmittelmolekülen zugeschrieben, welcher 
die Reaktion zusätzlich positiv beeinflussen könnte (CHOE ET AL., 2015). Konträr zu den veröffentlichten 
Ergebnissen konnte bei einer in silico-Analyse der Superpositionierung der Strukturmodelle von TsFDH 
(PDB-ID: 3WR5) und des Homologiemodells von RjFDH diese C-terminale Abdeckung der Öffnung 2 des 
Substratkanals nicht beobachtet werden. In allen Apoenzym-Monomeren der TsFDH sowie im 
Homologiemodell der RjFDH kam dieser deutlich über dieser Öffnung zu liegen, ohne diese zu 
verdecken (Abbildung 3-19). Auf Basis der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen kann somit 
der Ausschluss von Lösungsmittel-Molekülen nicht als ursächlich für die veränderte Enzymaktivität 
betrachtet werden.  
 
ABBILDUNG 3-19: SUPERPOSITIONIERUNG DES C-TERMINUS DER RJFDH (GRAUES NETZ) UND TSFDH (GRÜN). DER C-TERMINUS 
(BLAU) DER RJFDH BZW. TSFDH LIEGT AN DER ENZYMOBERFLÄCHE ÜBER ÖFFNUNG 2 UND VERDECKT DIESE NICHT. DIE TERMINALE 
HELIX α20 (LILA) BEFINDET SICH NAHE DES AKTIVEN ZENTRUMS DES ENZYMS.        
 
Eingehendere Untersuchungen des C-terminalen Bereichs der RjFDH zeigten jedoch eine räumliche 
Annäherung der zehn terminalen Aminosäuren an das aktive Zentrum (Abstand Lys399 - His333: 17,5 
Å). Interaktionen des C-Terminus mit dieser Region könnten zum einen eine höhere Stabilität, zum 
anderen eine Veränderung der Geometrie der Aminosäuren des aktiven Zentrums bedingen und somit 
die Reaktion positiv beeinflussen. Um den Einfluss des C-Terminus für die enzymatische Reaktion näher 
zu untersuchen, wurden verkürzte Mutanten der RjFDH erstellt und auf mögliche 
Aktivitätsunterschiede überprüft (siehe Punkt 3.2.3). 
Zusammenfassend betrachtet zeigte die RjFDH auch für die Reduktion von CO2 zu Formiat mittels 
NADH die höchsten bisher gemessenen Umsatzraten. Strukturelle Unterschiede zur bislang aktivsten 
TsFDH konnten im Bereich der Öffnung 2 des Substratkanals gefunden werden, darüber hinaus bildet 
die RjFDH nach Untersuchungen am Homologiemodell weniger Wasserstoffbrückenbindungen im 
Bereich dieser Öffnungen aus. Diese strukturellen Unterschiede in Kombination mit einem die 
Öffnung 2 
Helix α20 
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Geometrie des aktiven Zentrums positiv beeinflussenden Effekts des C-Terminus könnten die 
beobachtete höhere Aktivität des Enzyms bedingen. Jedoch sind die spezifischen Aktivitäten der RjFDH 
weiterhin zu gering, um diese sinnvoll für eine industrielle Reduktion von CO2 nutzen zu können. 
Interessant wären hingegen weitere Experimente, welche die Nutzung artifizieller Cofaktoren 
einschließen. Studien zeigten, dass FDH reduzierte Bipyridin-Derivate für die Reduktion von CO2 nutzen 
können und mit diesen deutlich höhere Umsatzraten erzielt werden können (IKEYAMA ET AL., 2016; 
IKEYAMA UND AMAO, 2017).   
 
Zunächst wurde die maximale Enzymaktivität der RjFDH in Abhängigkeit von der Temperatur 
bestimmt. Hierzu wurde ein Standard-Aktivitätsassay durchgeführt, bei welchem der vorbereitete 
Reaktionsansatz in einem beheizbaren Photometer auf die entsprechende Temperatur vorgewärmt 
wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3,5 µg mL-1 RjFDH gestartet und die Oxidation von 
Formiat photometrisch gemessen. Ein deutlicher Anstieg der Enzymaktivität konnte bis zu einer 
Temperatur von 50 °C bestimmt werden, bei welchem 318 % relative Aktivität bezogen auf die 
spezifische Aktivität bei 25 °C bestimmt wurde.  Dies entspricht einer spezifischen Aktivität von 53,8 U 
mg-1 (Abbildung 3-20). Eine weitere Temperaturerhöhung ging mit einer schrittweisen Abnahme der 
relativen Aktivität einher, ab einer Temperatur von 75 °C kam es zu einem nahezu vollständigen 
Funktionsverlust der RjFDH durch thermische Inaktivierung. Die erreichte maximale Katalyse- 
geschwindigkeit der RjFDH bei Temperaturen zwischen 50 und 60 °C ist charakteristisch für die meisten 
bisher beschriebenen NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen. So zeigte die FDH aus  
A. aquaticus (AaFDH) eine maximale Umsatzgeschwindigkeit bei 50 °C (NANBA ET AL., 2003A), die FDH 
aus Thiobacillus sp. KNK65M (TsFDH) erreichte diese bei 58 °C (NANBA ET AL., 2003B). 
 
 
ABBILDUNG 3-20: THERMISCHES OPTIMUM DER RJFDH. 100 % RELATIVE AKTIVITÄT BEI 25 °C ENTSPRICHT EINER SPEZIFISCHEN 
AKTIVITÄT VON 16,9 U MG-1. DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN AKTIVITÄTEN ERFOLGTE MITTELS EINES STANDARD-ASSAYS BEI 
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Das Standardenzym CbFDH zeigt maximale Umsatzraten bei einer Temperatur von 55 °C (SCHÜTTE ET 
AL., 1976), ebenso wie die FDH aus Paracoccus sp. 12-A (PsFDH; SHINODA ET AL., 2002). Thermische 
Maxima von über 60 °C sind hingegen für nur sehr wenige FDH beschrieben worden, wie beispielsweise 
bei der eukaryotischen FDH aus der Hefe Ogataea parapolymorpha DL-1 (OpFDH) mit 65 °C (YU ET AL., 
2014). Für FDH bestehen jedoch Unterschiede in dem Grad der relativen Aktivitätszunahme bei den 
jeweiligen thermischen Optima der Enzyme. Während die RjFDH mit einer Erhöhung um 318 % einen 
ähnlichen Grad der Erhöhung aufweist wie die AaFDH mit 300 %, zeigt die TsFDH bei 58 °C eine 
Erhöhung der Aktivität um 500 %. Im starken Kontrast dazu erhöht sich die Aktivität der OpFDH am 
thermischen Optimum des Enzyms um lediglich 65 %. Die Unterschiede in diesem Verhalten sind auf 
das Zusammenspiel der Arrhenius-Abhängigkeit und unterschiedlichen Thermostabilitäten der 
jeweiligen Enzyme zurückzuführen. Während mit steigender Temperatur die Reaktions-
geschwindigkeit gemäß Arrhenius-Gleichung ansteigt, wirkt dieser Erhöhung ein Funktionsverlust 
durch thermische Inaktivierung entgegen (HAAS ET AL., 1974; PETERSON ET AL., 2007; ARCUS ET AL., 2016).   
Die starke Erhöhung der maximalen Katalysegeschwindigkeit bei 50 °C deutet auf eine gute Stabilität 
der RjFDH bei höheren Temperaturen hin. Ob ein potentieller industrieller Einsatz des Enzyms bei 
höheren Temperaturen sinnvoll ist, hängt unter anderem stark von der thermischen Stabilität im 
entsprechenden Temperaturbereich ab. Um diese abzuschätzen, fanden verschiedene Experimente 
statt. Die thermische Stabilität der RjFDH wurde jeweils direkt mit der thermischen Stabilität des 
ebenfalls rekombinant hergestellten Standardenzyms CbFDH verglichen. Somit sollte direkt überprüft 
werden, ob die RjFDH, wie nach Vorversuchen vermutet, eine mit dem Standardenzym vergleichbare 
Stabilität aufweist. Bei der thermischen Inaktivierung von FDH handelt es sich um einen irreversiblen 
Prozess, welcher der Kinetik einer Reaktion erster Ordnung folgt (SADYKHOV ET AL., 2006). Zunächst 
erfolgte ein Tryptophan-Entfaltungsassay mittels eines Fluorospektrometers (NanoTemper, 
München). Gemessen wurde die Änderung der Fluoreszenz von Tryptophan-Resten bei einer 
Wellenlänge von 330 und 350 nm. Das Verhältnis dieser Änderung erlaubt Rückschlüsse auf die 
temperaturbedingte Entfaltung der Proteine, da die Fluoreszenz dieser Aminosäuren stark von der 
lokalen Umgebung des Enzyms abhängt (DUY UND FITTER, 2006). Änderungen dieser, beispielsweise 
durch thermisch bedingte Um- oder Entfaltungen des Proteins, lassen sich somit einfach nachweisen. 
Diese Messungen erfolgten sowohl mit purem Enzym (gelagert in 50 % v/v Glycerin) als auch mit 1:4 
verdünnten Enzymlösungen in Glaskapillaren, an welche ein Temperaturgradient von 20 bis 90 °C 
angelegt wurde. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 3-21 dargestellt. Die berechneten 
Mittelwerte der Umfaltungstemperaturen der RjFDH von 73,0 ± 0,2 °C und 70,9 ± 0,6 °C für die CbFDH 
bestätigen die aus Vorversuchen abgeleitete Vermutung, dass die RjFDH eine mindestens 
gleichwertige Thermostabilität wie die CbFDH aufweist. 
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ABBILDUNG 3-21: UMFALTUNGSTEMPERATUREN DER RJFDH UND CBFDH.  
 
Weiterhin wurde die Halbwertszeit der RjFDH bei einer Temperatur von 50 °C bestimmt und mit der 
CbFDH verglichen. Für die FDH wurde eine Halbwertszeit von 1224 Minuten ermittelt. Das 
Standardenzym CbFDH wies unter vergleichbaren Bedingungen eine Halbwertszeit von 281 Minuten 
auf (FELBER, 2001). Somit zeigte die RjFDH bei einer Temperatur von 50 °C gegenüber der CbFDH eine 
mehr als vierfach erhöhte Halbwertszeit. Die Daten zur Ermittlung der Halbwertszeit bzw. 
Deaktivierungskonstante der RjFDH sind im Anhang dieser Arbeit aufgeführt (Abbildung A-2) 
In einem weiteren Experiment wurden 30 µL von RjFDH bzw. CbFDH für jeweils 20 Minuten in einem 
Thermocycler inkubiert und anschließend in einem Standard-Assay die verbliebene Reaktivität der FDH 
überprüft. Zwischen 20 und 50 °C wurde die Inkubation jeweils in 10 °C-Schritten durchgeführt, im 
Bereich der zu erwartenden Enzymdeaktivierung von 50 und 70 °C wurden zusätzliche Datenpunkte 
erhoben, um eine feinere Auflösung der Thermostabilität der Enzyme zu erhalten. Auch dieses 
Experiment bestätigt, dass die RjFDH über eine gegenüber der CbFDH erhöhte Stabilität verfügt 
(Abbildung 3-22). 
 
ABBILDUNG 3-22: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER RJFDH UND CBFDH. JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG WURDEN FÜR 20 MINUTEN 
BEI UNTERSCHIEDLICHEN TEMPERATUREN INKUBIERT UND ANSCHLIEßEND AUF AKTIVITÄT GETESTET. DIE RJFDH ZEIGTE ZWISCHEN 55 
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Bis zu einer Temperatur von 40 °C zeigten die Enzyme nach zwanzigminütiger Inkubation keine 
Beeinträchtigung der Enzymaktivität. Bei einer Temperatur von 50 °C zeigten beide Enzyme mit dem 
Verlust von knapp 20 % Aktivität ein ähnliches Verhalten. Zwischen 50 und 65 °C konnte für die CbFDH 
eine deutlich niedrigere Restaktivität festgestellt werden. Bei einer Temperatur von 60 °C 
unterschieden sich die Restaktivitäten beider Enzyme deutlich voneinander. Hier wies die RjFDH noch 
eine Restaktivität von 49 % auf, während für die CbFDH lediglich 20 % gemessen werden konnte. Ein 
nahezu vollständiger Verlust der enzymatischen Aktivität (1,5 % Restaktivität) wurde für die CbFDH 
nach einer Inkubation bei 65 °C bestimmt, während die RjFDH bei dieser Temperatur noch 21 % 
Restaktivität aufwies. Ein vollständiger Funktionsverlust (> 0,5 % Restaktivität) war für beide Enzyme 
bei einer Temperatur 70 °C zu verzeichnen. Für die RjFDH konnte eine Tm von 58 °C sowie 56 °C für die 
CbFDH berechnet werden. Die in dieser Arbeit experimentell bestimmten Werte für die CbFDH 
stimmen mit den in der Literatur bestimmten überein (Tm = 56 °C; SLUSARCZYK ET AL., 2000; FELBER, 2001; 
TISHKOV UND POPOV, 2006). Die Größe Tm beschreibt die Temperatur, bei welcher nach einer 
zwanzigminütigen Inkubation des Enzyms noch 50 % Restaktivität gemessen werden kann (SLUSARCZYK 
ET AL., 2000; FELBER, 2001). Diese Größe kann als Maß für die Thermostabilität der Enzyme dienen und 
bietet die Möglichkeit einer direkten und einfachen Vergleichbarkeit, jedoch gibt diese Größe keine 
Auskunft über das Verhalten des Enzyms bei anderen Temperaturen. 
Trotz dieser Limitierung soll dieser Wert als Größe zum Vergleich der Thermostabilität der RjFDH mit 
bereits charakterisierten NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen dienen. Eine Zusammenfassung 
von Tm-Werten der meisten bekannten NAD-abhängigen FDH findet sich in dem Artikel von Tishkov 
und Popov (2006). Die Autoren berechneten darüber hinaus aus den Daten der 
Ursprungspublikationen Tm-Werte sowie Inaktivierungskonstanten für die jeweiligen FDH-Varianten. 
Ein Vergleich der Tm-Werte zeigt, dass die RjFDH unter allen beschriebenen FDH eine 
überdurchschnittlich gute Thermostabilität aufweist. Jedoch ist der Vergleich dieser Werte teilweise 
problematisch, da in den ursprünglichen Publikationen die Enzyme unterschiedlich lange inkubiert 
wurden. Von dem Standard (20 Minuten) abweichende Inkubationszeiten werden in Folge kenntlich 
gemacht. Während die RjFDH nach 20 Minuten Inkubation einen Tm-Wert von 58 °C und keinen 
Aktivitätsverlust bis 40 °C zeigte, wurde für die FDH aus A. aquaticus ein Tm-Wert von 53 °C bestimmt. 
Jedoch konnte bereits nach 10 Minuten Inkubation bei 60 °C keinerlei Restaktivität bestimmt werden, 
das Enzym zeigt bei Temperaturen über 50 °C einen rapiden Aktivitätsabfall (NANBA ET AL., 2003A). Ein 
ähnliches Bild zeigt sich für die Thermostabilität der Thiobacillus-FDH: rund 50% Restaktivität konnten 
nach einer zehnminütigen Inkubation bei 55 °C bestimmt werden, ein kompletter Aktivitätsverlust 
wurde ab Temperaturen von 60 °C beobachtet (NANBA ET AL., 2003B). Ein Tm-Wert von 52,5 °C wurde 
berechnet, welcher 5,5 °C unter dem Tm der RjFDH liegt. Auch die FDH aus Paracoccus sp. 12-A zeigt 
einen starken Aktivitätsverlust, wenn das Enzym an dessen thermischen Optimum von 55 °C eine 
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Stunde lang inkubiert wird. Bei dieser Temperatur konnten anschließend lediglich 25% Restaktivität 
bestimmt werden (SHINODA ET AL., 2002). Der Tm-Wert des Enzyms wurde bei 56 °C bestimmt (TISHKOV 
UND POPOV, 2006). Die NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Moraxella sp. zeigte einen Tm von 
58 °C (TISHKOV UND POPOV, 2006). Höhere Tm-Werte als die RjFDH wiesen lediglich die FDH aus 
Mycobacterium vaccae mit 62 °C und Pseudomonas sp. 101 mit 63 °C auf (FEDORCHUK ET AL., 2002).  
Der direkte experimentelle Vergleich mit dem Standardenzym aus C. boidinii zeigt, dass die RjFDH eine 
mindestens gleichwertige Stabilität wie ein Enzym aufweist, welches bereits seit Jahrzehnten in 
industriellen Prozessen Anwendung findet (WECKBECKER ET AL., 2010). Dementsprechend ist für die 
RjFDH ein vergleichbares Verhalten bei höheren Temperaturen in der Anwendung zu erwarten. Die 
über vierfach erhöhte Halbwertszeit bei 50 °C der RjFDH gegenüber der CbFDH, bei welcher die 
höchsten Enzymaktivitäten (318 %) festgestellt werden konnten, weist deutlich auf eine gute 
Anwendbarkeit der RjFDH hin. Neben der erhöhten spezifischen Aktivität war eine ausreichende 
Thermostabilität ein Hauptkriterium für die erfolgreiche Identifikation einer neuen, für die Anwendung 
als Cofaktor-Regenerierungssystem geeigneten FDH. Mit der gleichermaßen erhöhten Aktivität, hohen 
Thermostabilität sowie gegenüber der CbFDH längeren Halbwertszeit erfüllt die RjFDH diese Kriterien.  
 
Für die Cofaktor-Regenerierung ist ein breiter pH-Bereich für Aktivität und Stabilität des 
regenerierenden Enzyms wünschenswert, um eine Vielzahl verschiedener Reaktionsbedingungen 
abzudecken. Daher wurden im Zuge der Charakterisierung der RjFDH für das Enzym optimale pH-
Bereiche der enzymatischen Reaktion sowie der Lagerung des Enzyms bestimmt. Zunächst wurde die 
Beeinflussung der Enzymstabilität bestimmt, indem das Enzym in 100 mmol L-1 Puffersubstanz bei 
unterschiedlichen pH-Werten für 24 Stunden bei einer Temperatur von 4 °C inkubiert wurde. 
Messungen der Enzymaktivität wurden vor und nach der Inkubation in Form eines Standardassays bei 
neutralem pH-Wert durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-23 dargestellt. 
 
ABBILDUNG 3-23: STABILITÄT DER RJFDH BEI UNTERSCHIEDLICHEN PH-WERTEN. DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN AKTIVITÄTEN 
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Für das Enzym konnte eine stabile Aktivität über einen Bereich von 6,0 bis 9,0 ermittelt werden. Ein 
pH-Wert von 10 führte, verglichen mit einem neutralen pH, zu einem Aktivitätsverlust von 20%. Im 
sauren Milieu waren deutlich stärkere Aktivitätsabnahmen zu verzeichnen. Bei einem pH von 5,0 
wurden lediglich rund 20% Restaktivität gemessen, bei pH 4,0 trat ein vollständiger Funktionsverlust 
auf. Die Experimente zeigen, dass die RjFDH hervorragend für Anwendungen in einem breiten pH-
Bereich von 6 bis 9 geeignet ist. Zwar ist eine hohe Enzymstabilität in diesem pH-Bereich für viele NAD-
abhängigen Formiatdehydrogenasen gegeben, jedoch ist der pH-Bereich ohne Aktivitätseinbußen der 
RjFDH deutlich breiter als bei anderen Vertretern. So zeigt die FDH aus A. aquaticus (AaFDH) nach 22 
Stunden nur zwischen pH 6,5 und 7,5 unverminderte Aktivität, insbesondere im basischen Bereich 
nimmt diese stark ab (NANBA ET AL., 2003A). Für pH 9,0 konnte lediglich 45 % Restaktivität bestimmt 
werden, ab pH 10 war ein vollständiger Aktivitätsverlust zu verzeichnen. Im sauren Bereich bei pH 5,0 
zeigte die AaFDH hingegen noch mehr als 80 % Restaktivität. Die FDH aus Thiobacillus sp. KNK65MA 
(TsFDH) zeigt ein ähnliches Verhalten (NANBA ET AL., 2003B). Auch dieses Enzym zeigt im neutralen 
Bereich von pH 6,5 bis 7,0 nur geringe Aktivitätseinbußen (> 90 % Restaktivität). Basische pH-Werte 
von über 8,0 sorgen für eine deutliche Reduktion der Enzymaktivität. So wurde für das Enzym bei pH 
9,0 weniger als 30 % Restaktivität gemessen. Im Vergleich mit diesen literaturbekannten FDH weist die 
RjFDH in diesem basischen Bereich noch unverminderte Aktivität auf und eignet sich in diesem Bereich 
deutlich besser für eine Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem. Als einzige bisher bekannte 
FDH scheint die NAD-abhängige FDH aus Bacillus sp. F1 ein breiteres pH-Spektrum als die RjFDH 
aufzuweisen (DING ET AL., 2011). So zeigt diese stets mehr als 80% Restaktivität in einem Bereich von 
pH 4,5 bis pH 10,5. Jedoch wurde das Enzym lediglich für eine Stunde inkubiert, daher ist ein 
abschließender Vergleich mit RjFDH, AaFDH und TsFDH nicht möglich. Darüber hinaus liegen die 
spezifischen Aktivitäten des Enzyms deutlich unter denen der RjFDH. 
Neben der Stabilität der RjFDH bei unterschiedlichen pH-Werten wurde auch der optimale pH-Bereich 
für die Oxidation von Formiat bestimmt. Ein Standardassay wurde bei Raumtemperatur bei 
unterschiedlichen pH-Werten durchgeführt. Die verwendeten Pufferkomponenten waren identisch zu 
denen im Stabilitätsversuch. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-24 dargestellt. Ähnlich wie beim 
Stabilitätsversuch (Abbildung 3-23) zeigt die RjFDH im Bereich von pH 6,0 bis 9,0 eine Restaktivität von 
mindestens 80 %. Das pH-Optimum der Oxidationsreaktion liegt bei pH 7,0. Über 95 % Aktivität können 
zwischen pH 6,0 und 7,5 beobachtet werden, bis pH 9,0 wurden über 85 % Restaktivität gemessen. 
Eine Abnahme auf 48 % Aktivität wurde im alkalischen Milieu bei pH 10 beobachtet, im leicht sauren 
Milieu (pH 5,0) nimmt die Aktivität auf rund 58 % ab. Keinerlei Enzymaktivität ist bei pH 4,0 zu 
verzeichnen. 
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ABBILDUNG 3-24: ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH BEI UNTERSCHIEDLICHEN PH-WERTEN. DIE BESTIMMUNG DER RELATIVEN 
AKTIVITÄTEN ERFOLGTE MITTELS EINES STANDARD-ASSAYS MIT UNTERSCHIEDLICHEN PUFFERSUBSTANZEN (100 MMOL L-1, PH 4,0-5,0: 
NATRIUMACETAT; PH 6,0-8,0: KPI; PH 9,0: TRIS; PH 10,0: CAPS). 
 
Die Kombination dieser Ergebnisse mit denen des pH-Stabilitätsversuchs ergibt für die RjFDH einen für 
die Anwendung des Enzyms geeigneten pH-Bereich von pH 6,0 bis 9,0. In diesem Bereich 
überschneiden sich eine hohe Stabilität (> 95 % Restaktivität nach 24 Stunden) mit den höchsten 
Enzymaktivitäten (> 85 % von vmax). Ein pH-Optimum von 7,0 ist für einen Einsatz des Enzyms für die 
Cofaktor-Regenerierung von Vorteil, da sowohl NAD+ als auch NADH im neutralen Bereich ihre höchste 
Stabilität haben (WU ET AL., 1986). 
Im Vergleich mit bereits beschriebenen NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen liegt die RjFDH mit 
ihrem pH-Optimum im Erwartungsbereich, da viele dieser Enzyme ein breites pH-Spektrum mit hohen 
Restaktivitäten sowie ein Optimum im neutralen Bereich aufweisen (TISHKOV UND POPOV, 2006). So 
zeigte die AaFDH, ähnlich wie die RjFDH, für die Oxidation von Formiat einen optimalen pH-Wert von 
6,5; wies jedoch (trotz der schlechten Stabilitätswerte) eine höhere Aktivität als diese im alkalischen 
Bereich auf (pH 10, 78 % Restaktivität; NANBA ET AL., 2003A). Für die TsFDH liegen widersprüchliche 
Daten vor. So wurden die höchsten Aktivitäten für die Oxidation von Formiat zunächst bei pH 5,5 
bestimmt und bis pH 9,0 über 80% Restaktivität gemessen (NANBA ET AL., 2003B). Weitere Studien an 
dem Enzym zeigten jedoch ein pH-Optimum von 6,5 für die Oxidation von Formiat (CHOE ET AL., 2014). 
Die FDH aus Bacillus sp. N-1 zeigt ebenso ein breites pH-Spektrum von 5,5 bis 9,5 mit über 80 % 
Restaktivität und ein Aktivitätsmaximum bei pH 6,0 (DING ET AL., 2011). Das Standardenzym aus  
C. boidinii weist die höchsten Aktivitäten in einem pH-Bereich von 6,5 bis 9,0 auf; wobei eine maximale 
Aktivität bei pH 7,0 gemessen wurde (SCHÜTTE ET AL., 1976; MORI UND OHMORI, 2008; CHOE ET AL., 2014; 
ZHENG ET AL., 2017). Somit zeigen CbFDH und RjFDH ein vergleichbares Verhalten in diesem pH-Bereich. 
Dies lässt auf ein vergleichbares Verhalten der RjFDH in einer potentiellen industriellen Anwendung 
schließen. Das ähnliche Verhalten von FDH bei pH-Werten von 6,0 bis 9,0 liegt in dem stark 
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Zur Untersuchung der Ursachen der pH-Effekte wurden kristallographische Studien an der 
Enzymvariante aus Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) durchgeführt (TISHKOV ET AL., 1996; MESENTSEV ET AL., 
1997). Da für die RjFDH sämtliche essentielle Aminosäuren des aktiven Zentrums verglichen mit 
PseFDH konserviert vorliegen, können diese gewonnenen Erkenntnisse auch auf die RjFDH übertragen 
werden. Es wurde gezeigt, dass die Rate des Hydridtransfer im katalytischen Schritt über den gesamten 
pH-Stabilitätsbereich der FDH (pH 6,0-11) über maximal bleibt (MESENTSEV ET AL., 1997). Jedoch 
verändert sich im alkalischen Bereich ab pH 10 die Affinität des Enzyms zu Substrat und Cofaktor 
aufgrund von pH-bedingten Konformationsänderungen. Eine große Rolle für das breite pH-Spektrum 
des Enzyms spielt das Aminosäurepaar His332 / Gln313 (RjFDH: His333 / Gln314), welches sich im 
aktiven Zentrum des Enzyms befindet und von essentieller Bedeutung für die Katalyse ist (TISHKOV ET 
AL., 1996; TISHKOV ET AL., 2004; CASTILLO ET AL, 2008). Der Imidazolring des Histidins ist üblicherweise 
charakterisiert durch einen pKs-Wert von 6,4 bis 7,2 (JENCKS, 1969). Die starke Wasserstoffbrücken-
bindung von His332 und Gln313 im aktiven Zentrum verschiebt den pKs-Wert des Histidins weiter in 
das saure Milieu, wahrscheinlich sogar über den Bereich hinaus, in welchem das Enzym strukturell 
stabil ist. Ein Protonentransfer von Glutamin zu Histidin induziert eine positive Ladung am Imidazolring 
und sorgt somit für eine erleichterte Bindung des negativ geladenen Formiats. Fehlende 
Wasserstoffbrücken durch Mutationen von Gln313 führten zu einem vollständigen Funktionsverlust 
des Enzyms (TISHKOV ET AL., 1996). Demnach ist die Katalyse der FDH über ein breites pH-Spektrum 
unabhängig von dem pH-Wert. Diese Ergebnisse legen jedoch ebenfalls nahe, dass ein Aktivitätsverlust 
im basischen Bereich nicht zwangsläufig mit einer Konformationsänderung des Enzyms einhergehen 
muss. So kann die RjFDH im basischen Bereich (pH > 9,0) durchaus strukturelle Stabilität aufweisen, 
jedoch nimmt die Aktivität aufgrund einer verschlechterter Formiatbindung durch eine unzureichende 
Protonierung von His333 ab.  
 
Lösungsmittel werden in der biokatalytischen Anwendung für den Umsatz oder die Produktion 
schlecht in Wasser löslicher Verbindungen genutzt (ANDERSSON UND HAHN-HÄGERDAL, 1990; RESLOW ET AL., 
1992; HEIPIEPER ET AL., 2007, KLIBANOV, 2001). Hinsichtlich einer potentiellen industriellen Anwendung 
der RjFDH wurde der Einfluss polarer und unpolarer organischer Lösungsmittel auf die Enzymaktivität 
in mono- oder biphasischen Systemen untersucht. Zunächst wurde in einem monophasischen System 
der unmittelbare Einfluss polarer Lösungsmittel auf die Aktivität der RjFDH im direkten Vergleich mit 
der CbFDH untersucht. Dabei wurden zu einem Standardassay bei Raumtemperatur unterschiedliche 
Konzentrationen verschiedener polarer Lösungsmittel gegeben und direkt die Aktivität mit einer 
Negativkontrolle ohne Zusatz polarer Lösungsmittel verglichen. Die Ergebnisse des Versuchs sind in 
Abbildung 3-25 dargestellt. 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  105 
 
ABBILDUNG 3-25: EINFLUSS POLARER LÖSUNGSMITTEL AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH. DIE LÖSUNGSMITTEL WURDEN IN 
UNTERSCHIEDLICHEN KONZENTRATIONEN ZUM STANDARD-ASSAY GEGEBEN, ANSCHLIEßEND WURDE DIREKT DIE ENZYMAKTIVITÄT 
GEMESSEN. DIE RELATIVE AKTIVITÄT WURDE MIT EINER LÖSUNGSMITTELFREIEN NEGATIVKONTROLLE VERGLICHEN. 
 
Es wurde festgestellt, dass die Zugabe der polaren, mit Wasser mischbaren Lösungsmittel Aceton, 
Dimethylsulfoxid (DMSO), Ethylenglykol, Ethanol und Acetonitril bis zu einer Konzentration von 5 % 
(v/v) unter Standardbedingungen lediglich geringe Auswirkungen auf die Aktivität der RjFDH sowie 
CbFDH hatte. Ab einer Konzentration von 25% (v/v) sank die Enzymaktivität überwiegend in 
unterschiedlichem Maße. Eine Ausnahme bildete DMSO, dessen Gegenwart die Aktivität der RjFDH auf 
circa 134 % erhöhte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit früheren Berichten, in welchen eine 
mögliche Erhöhung der FDH-Aktivität durch organische Lösungsmittel beschrieben wurde (DEMCHENKO 
ET AL., 1990). Die RjFDH und CbFDH zeigten bei einer Konzentration von 25% (v/v) die stärkste 
Inaktivierung bei Zugabe von Acetonitril. Ein vollständiger Verlust der Enzymaktivität wurde für die 
RjFDH bei 50 % (v/v) Aceton bzw. Ethanol beobachtet. Insgesamt verhielt sich die RjFDH sehr ähnlich 
wie die CbFDH. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die RjFDH toleranter als die CbFDH gegenüber Acetonitril, 
jedoch etwas empfindlicher gegenüber Ethanol und ist. Lösungsmitteleffekte werden bei FDH primär 
auf Veränderungen der Viskosität des Mediums durch die Zugabe von polaren Lösungsmitteln sowie 
Änderungen der dielektrischen Permittivität zugeführt, welche insbesondere die Bindung des 
Substratmoleküls beeinflusst (DEMCHENKO ET AL., 1990). Weitere mögliche Ursachen könnten 
hydrophobe Interaktionen der Lösungsmittel mit Bereichen des aktiven Zentrums und damit 
einhergehende Veränderungen der räumlichen Struktur sein. Der kinetische Mechanismus des 
Hydridtransfers wird durch organische Lösungsmittel offenbar nicht beeinflusst (DEMCHENKO ET AL., 
1990). Die negative Beeinflussung der Aktivität der FDH bei hohen Konzentrationen polarer 
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welche für die Aufrechterhaltung einer funktionellen Enzymkonformation benötigt werden. Dieses 
Verhalten wurde beispielsweise für Subtilisine beschrieben (KLIBANOV, 1997; DOUKYU UND OGINO, 2010) 
Anschließend wurde der Einfluss unpolarer organischer Lösungsmittel auf die katalytische Aktivität der 
RjFDH untersucht. Neben dem Einsatz in rein wässrigen Systemen können FDH für die Cofaktor-
Regenerierung in biphasischen Systemen eingesetzt werden (CARREA ET AL., 1988; RIVA ET AL., 1988; 
ADLERKREUTZ, 1996). Die FDH aus C. boidinii wird beispielsweise als Cofaktor-Regenerierungssystem in 
einem biphasischen System mit der (S)-selektiven Alkoholdehydrogenase aus Rhodococcus 
erythropolis zur Produktion enantiomerenreiner Alkohole eingesetzt, um mit hohen 
Substratkonzentrationen von bis zu 200 mmol L-1 der schlecht wasserlöslichen Ketone arbeiten zu 
können (GRÖGER ET AL., 2004). Voraussetzung für deren Einsatz ist jedoch eine ausreichend große 
wässrige Phase, um eine ausreichende Enzymaktivität der in organischen Lösungsmitteln unlöslichen 
Enzyme zu gewährleisten. Die Stabilität von FDH ist in biphasischen Systemen häufig der kritische 
Punkt für deren Anwendbarkeit.  
Für die Experimente sollten möglichst umweltfreundliche und niedrigtoxische unpolare Lösungsmittel 
eingesetzt werden. Da die Lösungsmittel nicht direkt für die Bildung eines Reaktionsprodukts 
verantwortlich sind, wird der Einsatz stark toxischer oder umweltschädlicher Substanzen als nicht 
sinnvoll erachtet (BYRNE ET AL., 2016). Ein von Byrne et al. gesammelter und aufgearbeiteter Leitfaden 
diente als Entscheidungshilfe für die Lösungsmittelauswahl. Die RjFDH wurde schlussendlich in 
biphasischen Systemen, welche aus Wasser und Methylisobutylketon (MIBK), Cyclopentylmethylether 
(CPME), Ethylacetat, 2-Methyltetrahydro-furan (2-Methyl-THF), Hexan, Toluol oder n-Butanol in einem 
festen Verhältnis von 1:1 (v/v) bestehen, über einen Zeitraum von 180 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Hexan und Toluol wurden aufgrund ihrer weiten Verbreitung trotz der deutlich höheren 
Toxizität mitgeführt. Anschließend wurden Proben aus der wässrigen, enzymenthaltenden Phase 
genommen und die katalytische Aktivität der RjFDH vergleichend mit einer Negativkontrolle bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-26 dargestellt.  
Für alle Lösungsmittel wurde ein Aktivitätsverlust der RjFDH beobachtet. Die höchsten Restaktivitäten 
wurden mit n-Butanol (84 %) und 2-Methyl-THF (70 %) nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten 
gemessen. Nach 60 Minuten betrugen die Restaktivitäten immer noch 72% bzw. 58%. In Gegenwart 
von MIBK, CPME und Ethylacetat wurde ein sehr hoher anfänglicher Aktivitätsabfall von etwa 60% 
beobachtet, anschließend nahm die Aktivität mit der Zeit jedoch nur noch langsam weiter ab und 
stabilisierte sich so weitestehend. Bei Hexan und Toluol sank die Restaktivität innerhalb der ersten 
zehn Minuten stark auf 40% und nahm auch weiterhin rapide ab. Ein vollständiger Aktivätsverlust trat 
bei Hexan bereits nach 90 Minuten Inkubation auf.  
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ABBILDUNG 3-26: EINFLUSS ORGANISCHER LÖSUNGSMITTEL IM BIPHASISCHEN SYSTEM AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH. DAS 
ENZYM WURDE IN DER WÄSSRIGEN PHASE EINES BIPHASISISCHEN SYSTEMS IM FESTEN VERHÄLTNIS VON 1:1 (V/V) MIT ORGANISCHEN 
LÖSUNGSMITTELS BEI RAUMTEMPERATUR IN EINEM ÜBERKOPF-ROTORMISCHER INKUBIERT. ZU DEFINIERTEN ZEITPUNKTEN WURDEN 10 
µL AUS DER WÄSSRIGEN PHASE ENTNOMMEN UND DIE ENZYMAKTIVITÄT MITTELS EINES STANDARDASSAYS GEMESSEN. DIE RELATIVE 
AKTIVITÄT WURDE DURCH VERGLEICH MIT EINER LÖSUNGSMITTELFREIEN NEGATIVKONTROLLE BERECHNET. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die RjFDH durch unpolare, organische Lösungsmittel stark inaktiviert. Eine 
klare Erwartungshaltung an das Verhalten der RjFDH konnte vor dem Experiment nicht formuliert 
werden. Berichte aus der Literatur lassen auf ein uneinheitliches Bild des Verhaltens von FDH 
gegenüber unpolaren Lösungsmitteln schließen. Dies betrifft beispielsweise das Verhalten 
verschiedener FDH gegenüber Hexan und Butanol. So wurde beispielsweise für die NAD-abhängige 
FDH aus Bacillus sp. F1 ein rapider Aktivitätsabfall nach einer sechzigminütigen Inkubation mit Hexan 
bei Raumtemperatur beobachtet (DING ET AL., 2011). Dieses Verhalten stimmt mit dem der RjFDH 
überein. Jedoch zeigte die FDH-Variante aus Bacillus eine höhere Restaktivität mit n-Butanol (94%) 
unter gleichen Inkubationsbedingungen. Bei geringeren Phasenverhältnissen organischer 
Lösungsmittel zeigten Cystein-Mutanten der CbFDH hingegen wiederum ein nahezu umgekehrtes 
Verhalten (GRÖGER ET AL., 2003). So wurde nach dreitägiger Inkubation mit 20 % (v/v) Hexan eine 
Restaktivität von 90 % bestimmt, bereits 10 % (v/v) n-Butanol führten jedoch zu einem vollständigen 
Aktivitätsverlust. Weiterhin wurde ein vollständiger Funktionsverlust nach sechsstündiger Inkubation 
mit 10 % (v/v) Ethylacetat beschrieben.  
Biphasische Systeme bilden eine Grenzschicht zwischen wässriger und unpolarer Phase aus, an welcher 
Enzyme adsorbieren. Die in dieser Region auftretende Grenzflächenspannung trägt im erheblichen 
Maße zu einer Denaturierung und Inaktivierung von Enzymen bei (WU ET AL., 1993). Diese wird durch 
eine Störung in der Ausbildung von Wasserstoffbrücken sowie veränderten elektrostatischen und 
hydrophoben Wechselwirkungen des Proteins verursacht. Weiterhin können strukturelle 
Veränderungen durch das Eindringen unpolarer Lösungsmittelmoleküle und damit einhergehende 
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AL., 1994; CARERI, 1998; SERDAKOWSKI UND DORDICK, 2008; DOUKYU UND OGINO, 2010). Ebenso wie der 
Wildtyp der CbFDH reagiert die RjFDH generell sensitiv gegenüber unpolaren, organischen 
Lösungsmitteln. Jedoch scheinen die Enzyme sich in ihrem Verhalten gegenüber diesen zu 
unterscheiden. Verglichen mit den durch Gröger et al. (2003) bestimmten Stabilitäten für eine Cystein-
Doppelmutante der CbFDH reagiert der Wildtyp der RjFDH sensibler auf den Einsatz von Hexan und 
Toluol. Gegenüber 50 % (v/v) n-Butanol weist die RjFDH nach 180 Minuten jedoch über 50 % 
Restaktivität auf, während die CbFDH-Mutante bereits bei 10 % (v/v) n-Butanol einen vollständigen 
Funktionsverlust zeigt. Die unterschiedlichen Phasenverhältnisse sowie Inkubationszeiten lassen 
jedoch keine abschließende Bewertung zu. 
Sollte die RjFDH in einem biphasisches System eingesetzt werden, sollte dieses somit vorzugsweise aus 
Wasser und n-Butanol oder 2-Methyl-THF zusammengesetzt sein. Die Nutzung dieser Lösungsmittel 
würde zugleich den umweltfreundlicheren und nachhaltigen Ansatz der Biokatalyse ergänzen, da beide 
Stoffe als „grünere“ Alternative zu klassischen unpolaren Lösungsmitteln gelten (BYRNE ET AL., 2016). 
 
Zentrales Ziel dieser Arbeit war das Auffinden einer neuen NAD-abhängigen FDH mit deutlich erhöhten 
spezifischen Aktivitäten bei einer gleichzeitig ausreichend hohen Stabilität in der Anwendung. Dieses 
Ziel konnte durch die Beschreibung der Formiatdehydrogenase aus Rhodococcus jostii (RjFDH) erreicht 
werden. Die RjFDH zeigte mit einer spezifischen Aktivität von 19,9 U mg-1 bei Raumtemperatur die 
höchste bislang beschriebene spezifische Aktivität NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen. Damit 
weist das Enzym deutlich höhere Aktivitäten als alle bislang beschriebenen NAD-abhängigen FDH auf, 
welche unter vergleichbaren Bedingungen maximale spezifische Aktivitäten von rund 10 U mg-1 zeigten 
(TISHKOV UND POPOV, 2006). Gegenüber dem Standardenzym CbFDH, welches industriell angewendet 
wird, besitzt die RjFDH eine mehr als dreifach erhöhte spezifische Aktivität. Diese deutliche 
Aktivitätssteigerung macht das Enzym für die Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem 
hochinteressant. Die Nutzung der RjFDH statt der CbFDH, z.B. in der Produktion von L-tert-Leucin, 
könnte mit einer deutlichen Produktionssteigerung bzw. Kostenersparnis bei der Produktion der 
Feinchemikalien einhergehen. Weitere untersuchte Eigenschaften unterstreichen die Eignung der 
RjFDH für die biotechnologische Anwendung. So zeigt das Enzym ein breites pH-Profil mit einem 
Aktivitätsoptimum von pH 6,0 - 9,0 und einem identischen pH-Stabilitätsbereich. RjFDH zeigt hier 
typische Eigenschaften NAD-abhängiger FDH und einen nahezu identischen optimalen pH-Bereich wie 
die CbFDH, welcher ebenfalls zwischen pH 6,5 und 9,0 liegt (SCHÜTTE ET AL., 1976; ZHENG ET AL., 2017). 
Dies ermöglicht eine breite Anwendung analog zur CbFDH, bei welcher die cofaktorregenerierende 
FDH im optimalen pH-Bereich des entsprechenden Produktionsenzyms ohne nennenswerte 
Aktivitätsverluste eingesetzt werden kann.  
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Die Thermostabilität und Prozessstabilität von Enzymen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle für eine 
industrielle Anwendung. Die Untersuchungen zeigten, dass die RjFDH eine höhere Thermostabilität als 
das Standardenzym CbFDH ab einer Temperatur von 55 °C aufweist. Ein Vergleich des Tm-Werts (RjFDH: 
58 °C) mit literaturbekannten FDH bestätigt diese überdurchschnittlich gute Thermostabilität. Auch die 
Halbwertszeit der RjFDH bei einer Temperatur von 50 °C liegt mit 20,4 Stunden deutlich über jener der 
CbFDH (4,7 Stunden; FELBER, 2001). Bei dieser Temperatur wurden gleichzeitig die maximalen 
Umsatzraten der RjFDH mit 318 % relativer Aktivität (entspricht rund 63 U mg-1) bestimmt. Im Falle 
einer Anwendung als Cofaktor-Regenerierungssystem ist für die RjFDH, verglichen mit dem 
Standardenzym CbFDH, eine mindestens gleichwertige, tendenziell eher verbesserte Stabilität bei 
höheren Reaktionstemperaturen zu erwarten. Von allen untersuchten Metallionen reagierte die RjFDH 
lediglich stark sensitiv auf die Zugabe von Cu2+-Ionen. Auch hierbei handelt es sich um ein typisches 
Verhalten von FDH (TISHKOV UND POPOV, 2004). Der Einfluss polarer Lösungsmittel ist vergleichbar mit 
dem auf die CbFDH. Jedoch reagiert die RjFDH unempfindlicher gegenüber dem Zusatz von 25 % (v/v) 
Acetonitril. Wird die RjFDH in biphasischen Systemen eingesetzt, so findet die stärkste Inaktivierung in 
50 % (v/v) Hexan statt, die höchsten Restaktivitäten können bei einem Einsatz von 50 % (v/v) n-Butanol 
erzielt werden. Zusammengefasst weisen die Ergebnisse auf eine gute Stabilität der RjFDH hin, für 
keinen der untersuchten Stabilitätsparameter zeigte das Enzym schlechtere Ergebnisse als das 
Standardenzym. Alle überprüften Eigenschaften der RjFDH lassen den Schluss zu, dass bereits der 
Wildtyp des Enzyms gut für eine industrielle Anwendung geeignet ist. 
Die RjFDH weist eine hohe Spezifität gegenüber NAD+ auf und verhält sich wie die meisten 
literaturbekannten Enzymvarianten (TISHKOV UND POPOV, 2004; TISHKOV UND POPOV, 2006). Im Vergleich 
mit der CbFDH zeigte die RjFDH in Bezug auf die Cofaktornutzung ein nahezu identisches Verhalten. 
Lediglich 3 % relative Aktivität wurden gemessen, wenn NADP+ als Cofaktor eingesetzt wurde. Grund 
dafür sind unter anderem sterische Behinderungen im Bereich der Cofaktorbindetasche. Aufgrund der 
hohen Aktivität mit NAD+ zeigt die RjFDH jedoch großes Potential für eine Umkehrung der Cofaktor-
Spezifität mittels enzyme engineering. Bei derartigen Experimenten soll mittels gezielter 
Sättigungsmutagenese und damit einhergehenden sterischen Veränderungen der Cofaktor-
Bindetasche die Nutzung von NADP+ als Cofaktor ermöglicht werden. Bislang sind keine FDH bekannt, 
welche mit NADP+ als Cofaktor spezifische Aktivitäten von über 6 U mg-1 aufweisen (ROBESCU ET AL., 
2020). Mutanten der RjFDH, welche NADP+ als Cofaktor akzeptieren könnten daher von großem 
Interesse sein und auch für die Regenerierung von NADH eingesetzt werden. Erste Experimente zur 
Umkehr der Cofaktor-Spezifität der RjFDH wurde im Zuge dieser Arbeit unter Punkt 3.4.4. 
durchgeführt. 
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Weiterhin sollte die Befähigung der RjFDH zur Fixierung von CO2 untersucht werden. Neben der 
bevorzugt katalysierten Oxidation von Formiat weist die RjFDH auch für die Reduktion von CO2 zu 
Formiat die bislang höchsten Umsatzraten auf. Mit spezifischen Aktivitäten von 12,1 mU mg-1 zeigte 
das Enzym deutlich höhere Aktivitäten als die bislang schnellste NAD-abhängige 
Formiatdehydrogenase aus Thiobacillus sp. KNK65M. Im Falle der RjFDH korrelieren erhöhte Aktivität 
für Oxidation mit der für die Reduktion. Dies trifft jedoch nicht generell auf alle FDH-Varianten zu (CHOE 
ET AL., 2014). Aufgrund der vergleichsweise hohen spezifischen Aktivität des Enzyms wären Tests mit 
artifiziellen Cofaktoren interessant. Bipyridin-Verbindungen wie Methylviologenen werden von NAD-
abhängigen FDH als Cofaktor akzeptiert und sorgen aufgrund ihrer stark negativen Redoxpotentiale 
für eine deutlich verbesserte enzymatische Reduktion von CO2 durch die FDH (IKEYAMA ET AL., 2016; 
AMAO, 2017; IKEYAMA UND AMAO, 2017). So wurde beispielsweise für die CbFDH eine 18-fache Steigerung 
der spezifischen Aktivität mit dem Bipyridinsalz 1,1-Trimethylen-2,2-bipyridin auf 29,2 mU mg-1 
berichtet (IKEYAMA ET AL., 2018). Für die RjFDH könnten deutlich höhere Umsatzraten folgen, was das 
Enzym für einen potentiellen Einsatz in der CO2-Fixierung interessant machen könnte.   
Wie in der Zielstellung formuliert, sollten hochaktive FDH-Varianten ebenso genutzt werden, um 
potentielle strukturelle Determinanten für die Enzymaktivität von FDH zu identifizieren. Während der 
Reaktionsmechanismus der FDH detailliert beschrieben wurde, ist bislang wenig über Faktoren 
bekannt, welche eine aktivitätsbeeinflussende Rolle in FDH spielen. Aufgrund der großen Unterschiede 
der spezifischen Aktivität der RjFDH gegenüber anderen FDH-Varianten mit hoher Sequenzhomologie 
(85 % zu AaFDH, 84 % zu PseFDH) könnten weiterführende Untersuchungen an der RjFDH zur 
Aufklärung der aktivitätsdeterminierenden Sequenzregionen von FDH im Allgemeinen dienen. Hierfür 
wäre eine Kristallstruktur der RjFDH von Nöten. Erste weiterführende Untersuchungen eines 
potentiellen Einflusses des C-Terminus auf die Enzymaktivität wurden bereits in Punk 3.4.3 dieser 
Arbeit durchgeführt.  
Zusammenfassend zeigt die RjFDH großes Potential für die industrielle Anwendung als Cofaktor-
Regenerierungssystem und kann einen Beitrag zur Verbesserung der Produktionsbedingungen in der 
Biokatalyse beitragen. Weiterhin könnte das Enzym aufgrund seiner hohen Aktivität und Homologie 
zu anderen FDH als Modellenzym dienen, um ein besseres Verständnis für die 
aktivitätsdeterminierenden Strukturen in FDH zu entwickeln. Darüber hinaus könnte das Enzym auch 
in der CO2-Fixierung, insbesondere in Kombination mit artifiziellen Cofaktoren, einen Einsatz finden. 
All dies zeigt, dass die RjFDH sowohl für die industrielle Anwendung als auch die akademische 
Grundlagenforschung eine wichtige Neuentdeckung darstellt. 
   
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  111 
3.3. LEISTUNG DER RJFDH ALS COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM 
Die Anwendung NAD-abhängiger Enzyme in industriellen Prozessen erfordert aufgrund der 
stöchiometrischen Umsetzung der beteiligten Cofaktoren Regenerierungsverfahren, welche eine 
ökonomische Produktion wertvoller Bausteine für Feinchemikalien oder Pharmazeutika ermöglichen. 
Wie bereits beschrieben, bieten NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen viele Vorteile gegenüber 
anderen enzymatischen Regenerierungs-Strategien (WECKBECKER ET AL., 2010).  
Die in den vorhergehenden Kapiteln beschriebenen Eigenschaften der RjFDH deuten auf eine 
hervorragende Eignung für den Einsatz als Cofaktor-Regenerierungssystem hin. Die Eignung und 
Leistungsfähigkeit der RjFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem wurde im Labormaßstab überprüft, 
indem diese im direkten Vergleich mit dem Standardenzym CbFDH in zwei unterschiedlichen 
Reaktionssystemen eingesetzt wurde. Zunächst wurden beide Enzyme als Regenerierungssystem in 
Kombination mit der Alkoholdehydrogenase A aus Rhodococcus ruber (ADH-A) in der Synthese von  
(S)-1-Phenylethanol getestet. Anschließend wurden beide Enzyme in der Herstellung von L-tert-Leucin 
mittels der Leucin-Dehydrogenase aus Lysinibacillus sphaericus (LeuDH) eingesetzt. Für die Produktion 
von L-tert-Leucin wird die CbFDH seit Jahren im industriellen Maßstab verwendet (BOMMARIUS ET AL., 
1995; WECKBECKER ET AL., 2010; LIU ET AL., 2014). 
 
Die von der ADH-A katalysierte Reaktion ist die enantioselektive Reduktion von Acetophenon zu (S)-1-
Phenylethanol unter Verbrauch von NADH (Abbildung 3-27). Das entstehende NAD+ wird durch die 
Reaktion der FDH zu NADH reduziert und steht dem Produktionsenzym somit erneut zur Verfügung. 
Um eine Vergleichbarkeit zwischen CbFDH und RjFDH herzustellen, wurden beide Enzyme in gleicher 
Konzentration in dem Reaktionsgefäß (5 mL) eingesetzt. Zusätzlich wurden Versuche mit der 
doppelten und dreifachen Konzentration an CbFDH durchgeführt.  
 
ABBILDUNG 3-27: (S)-1-PHENYLETHANOL-BILDUNG AUS ACETOPHENON, KATALYSIERT DURCH DIE ALKOHOLDEHYDROGENASE A 
(ADH-A) UND NADH-REGENERIERUNG MITTELS FORMIAT-DEHYDROGENASEN (FDH). 
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Die ADH-A aus R. ruber wurde heterolog in E. coli BL21(DE3) produziert und mittels Hitzefällung 
gereinigt. Um zu garantieren, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Produktbildung 
ausschließlich der Aktivität der Formiatdehydrogenasen zuzuordnen ist, wurde die ADH-A stets im 
Überschuss dem System zugegeben (100 µg mL-1). Hierzu wurden im Vorfeld Versuche zur Abstimmung 
der Enzymkonzentration durchgeführt. Der Vergleich der Leistungsfähigkeit von RjFDH und CbFDH 
wurde im Triplikat in 5 mL Reaktionsgefäßen bei 22 °C durchgeführt. Die eingesetzten 
Enzymkonzentrationen betrugen 25 µg mL-1 für die RjFDH und 25, 50 und 75 µg mL-1 für die CbFDH. In 
definierten Zeitabständen wurden den Reaktionsgefäßen 200 µL Probe entnommen, mit dem gleichen 
Volumen Ethylacetat gemischt und die organische Phase durch Zugabe von Magnesiumsulfat 
getrocknet. Die anschließende Detektion der gebildeten Produktmenge erfolgte mittels 
Gaschromatographie. Ein exemplarisches GC-Diagramm für die Detektion von (S)-1-Phenylethanol 
befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Abbildung A-4). Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 
3-28 dargestellt.  
 
ABBILDUNG 3-28: KATALYTISCHE LEISTUNGSFÄHIGKEIT DER ADH-A MIT CBFDH UND RJFDH ALS COFAKTOR-
REGENERIERUNGSSYSTEM. ALLE BERECHNUNGEN BASIERTEN AUF DEM DURCHSCHNITT VON DREI EINZELMESSUNGEN. (1 MMOL L-1 
NAD+, 25 MMOL L-1 ACETOPHENON, 100 MMOL L-1 KALIUMFORMIAT, 100 MMOL L-1 KPI; PH 7,0; 22 °C) 
 
Nach 120 Minuten wurde im Reaktionssystem aus ADH-A und RjFDH (25 µg mL-1) eine Konzentration 
von rund 19 mmol L-1 (S)-1-Phenylethanol nachgewiesen, was einem Umsatz von rund 80 % des 
eingesetzten Acetophenon entspricht.  Die gleiche Konzentration an CbFDH führte im selben System 
lediglich zu einer Produktkonzentration von 10 mmol L-1 Produkt. Eine Verdoppelung der CbFDH-
Konzentration auf 50 µg mL-1 führte zur Bildung von rund 15 mmol L-1 Produkt. Auch eine 
Verdreifachung der Proteinkonzentration erreichte mit 16,8 mmol L-1 nicht die mit der RjFDH erzielten 
Umsatzraten, von welcher lediglich ein Drittel der Enzymkonzentration eingesetzt wurde. Diese 
Ergebnisse sind im Einklang mit der bereits ermittelten spezifischen Aktivität der RjFDH, welche mit 
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bei der eingesetzten Substratkonzentration von 25 mmol L-1 Acetophenon eine Inhibierung beobachtet 
werden. Da alle Versuche gleichzeitig und unter identischen Bedingungen durchgeführt wurden, ist die 
deutlich bessere Produktivität hinsichtlich der Bildung von (S)-1-Phenylethanol ausschließlich auf die 
höhere Aktivität der RjFDH zurückzuführen. Wurde die RjFDH statt des Standardenzyms CbFDH als 
Cofaktor-Regenerierungssystem für die Produktion von enantiomerenreinen Alkoholen durch die 
ADH-A eingesetzt, konnte eine deutliche Produktionssteigerung im 5 mL-Maßstab erzielt werden. Bei 
Verwendung der RjFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem musste für eine vergleichbare Produktion 
von (S)-1-Phenylethanol weniger als ein Drittel der Enzymmenge der CbFDH eingesetzt werden. Diese 
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass eine Anwendung der RjFDH im industriellen Maßstab zu 
deutlich verringerten Produktionskosten durch die Einsparung von Enzym führen könnte.  
 
Für diesen Versuch wurde die Leucin-Dehydrogenase (LeuDH) aus Lysinibacillus sphaericus verwendet, 
welche zuvor unter dem Namen Bacillus sphaericus klassifiziert wurde (AHMED ET AL., 2007). Die 
Oxidoreduktase mit einem Molekulargewicht von 39,9 kDa katalysiert die enantioselektive reduktive 
Aminierung von Trimethylpyruvat (TMP) zu L-tert-Leucin und erreicht dabei spezifische Aktivitäten von 
rund 300 U mg-1 bei einer Temperatur von 30 °C (LIU ET AL., 2014; ZHU ET AL., 2016). Während viele L-
tert-Leucin produzierende LeuDH durch hohe Trimethylpyruvat-Konzentrationen inhibiert werden, 
weist die LeuDH aus L. sphaericus hohe Umsatzraten (>99 %) bei einer Substratkonzentration von bis 
zu 0,75 mol L-1 auf (LIU ET AL., 2014). Die LDH aus L. sphaericus wurde heterolog in E. coli BL21(DE3) 
produziert, anschließend wurde die Bildung des Proteins mittels SDS-PAGE nachgewiesen. Diese 
Ergebnisse sind im Anhang dieser Arbeit aufgeführt (Abbildung A-4). Analog zu den Versuchen der 
Bildung von (S)-1-Phenylethanol mit ADH-A als Produktionsenzym wurden für die LeuDH und beide 
FDH-Varianten Versuche zur Abstimmung der Enzymkonzentration durchgeführt, um einen 
Überschuss der LeuDH im Reaktionsgefäß sicherzustellen und somit die Aktivität der FDH als 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt festzulegen. Dies wurde durch das Einsetzen einer 
Konzentration von 75 µg mL-1 LeuDH gegenüber 25 µg mL-1 FDH unter Reaktionsbedingungen erreicht. 
Der Umsatz von Trimethylpyruvat zu L-tert-Leucin wurde mittels HPLC detektiert. Ein exemplarisches 
HPLC-Diagramm befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Abbildung A-5). Ein direkter Nachweis von  
L-tert-Leucin war nicht möglich, da sich die Signale von L-tert-Leucin mit denen der Puffersalze und 
anderen Bestandteilen des Reaktionsgemischs überlagerten. Aufgrund der gut dokumentierten und 
sehr hohen Selektivität der LeuDH kann jedoch davon ausgegangen werden, dass Trimethylpyruvat 
ohne Nebenreaktionen zu L-tert-Leucin umgewandelt wird, sodass eine stöchiometrische Korrelation 
zwischen Trimethylpyruvat-Abnahme und L-tert-Leucin-Produktion besteht (BOMMARIUS ET AL., 1998; 
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WECKBECKER ET AL., 2010; LI ET AL., 2014; LIU ET AL., 2014; ZHU ET AL., 2016). Der Vergleich der katalytischen 
Leistungsfähigkeiten von RjFDH und CbFDH in einem L-tert-Leucin bildenden System wurde in 5 mL 
Standreaktionsgefäßen bei einer Temperatur von 22 °C durchgeführt. Analog zum ADH-A-Versuch 
betrugen die eingesetzten Enzymkonzentrationen jeweils 25 µg mL-1 für die RjFDH und 25, 50 
beziehungsweise 75 µg mL-1 für die CbFDH. Weiterhin wurde parallel eine Negativkontrolle mitgeführt, 
um eine unspezifische Abnahme der Substratkonzentration über die Zeit auszuschließen. Der 
Negativkontrolle wurde keine FDH zugegeben, ansonsten verfügte diese über die die exakt gleiche 
Zusammensetzung wie alle anderen Ansätze. Die beiden eingesetzten FDH unterscheiden sich in ihrer 
Leistungsfähigkeit auch bei der Produktion von L-tert-Leucin deutlich voneinander (Abbildung 3-29). 
 
ABBILDUNG 3-29: KATALYTISCHE LEISTUNGSFÄHIGKEIT DER LEUDH MIT CBFDH BEZIEHUNGSWEISE RJFDH ALS COFAKTOR-
REGENERIERUNGSSYSTEM. ALLE BERECHNUNGEN BASIERTEN AUF DEM DURCHSCHNITT VON DREI EINZELMESSUNGEN. (1 MMOL L-1 
NAD+, 10 MMOL L-1 TRIMETHYLPYRUVAT, 100 MMOL L-1 AMMONIUMFORMIAT, 100 MMOL L-1 TRIS; PH 8,5; RAUMTEMPERATUR) 
 
Während in dem System mit 25 µg mL-1 RjFDH nach 60 Minuten bei Raumtemperatur nur noch  
0,5 mmol L-1 TMP nachgewiesen werden konnten, wurden für 25 µg mL-1 CbFDH noch 5,3 mmol L-1 
TMP detektiert. Das entspricht einem Umsatz von 95 % im RjFDH-System gegenüber 47 % im CbFDH-
System. Einen vergleichbaren Umsatz erzielte das CbFDH-System erst nach 120 Minuten. Auch eine 
Verdoppelung der CbFDH-Konzentration auf 50 µg mL-1 erzielte nicht die Leistungsfähigkeit des RjFDH-
Systems. Nach 60 Minuten wurde für dieses System eine Umsatzrate von 86 % gemessen. Erst eine 
Verdreifachung der Konzentration auf 75 µg mL-1 CbFDH sorgte für eine Leistung, die mit 25 µg mL-1 
RjFDH vergleichbar war. Dies entspricht in etwa den bereits für die Produktion von (S)-1-Phenylethanol 
beobachteten Unterschieden in der Leistungsfähigkeit der unterschiedlichen FDH-Varianten.  Wie 
Abbildung 3-29 zu entnehmen ist, erfolgte für die Negativkontrolle über den gesamten Zeitraum des 
Experiments von 120 Minuten kein unspezifischer Abbau von Trimethylpyruvat. Die Abnahme ging 
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Leucin wird lediglich ein Drittel der Enzymmenge der RjFDH benötigt, um mit dem Standardenzym 
CbFDH vergleichbare Umsatzraten zu erzielen.  
 
Die durchgeführten Experimente bestätigten die bereits während der Charakterisierung vermutete 
überlegene Leistungsfähigkeit der RjFDH gegenüber der CbFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem für 
NADH. RjFDH und CbFDH wurden unter identischen Bedingungen als Cofaktor-Regenerierungssysteme 
für die enantioselektive Reduktion von Acetophenon zu (S)-1-Phenylethanol durch die 
Alkoholdehydrogenase A aus R. ruber und die enantioselektive Aminierung von Trimethylpyruvat zu  
L-tert-Leucin durch die Leucin-Dehydrogenase aus L. sphaericus eingesetzt. In beiden Fällen wurde 
durch den Einsatz der RjFDH eine deutliche Steigerung der Produktionsleistung erzielt. Um eine mit 
der RjFDH (25 µg mL-1) vergleichbare Leistungsfähigkeit zu erreichen, war in beiden Systemen eine 
dreifach erhöhte CbFDH-Konzentration (75 µg mL-1) erforderlich. Somit spiegelt sich in beiden 
untersuchten Systemen das Verhältnis der spezifischen Aktivitäten direkt in der Leistungsfähigkeit des 
Cofaktor-Regenerierungssystems wider und führt im Falle der RjFDH (welche eine spezifische Aktivität 
von rund 20 U mg-1 besitzt) zu einer rund dreifachen Steigerung gegenüber der CbFDH (spezifische 
Aktivität von rund 6 U mg-1). Weiterhin wurde gezeigt, dass die verbesserte katalytische 
Leistungsfähigkeit der RjFDH auch über einen pH-Bereich von 7,0 bis 8,5 erhalten bleibt, was den 
breiten Anwendungsbereich des Enzyms spricht. Die RjFDH arbeitete auch bei einem erhöhten pH-
Wert von 8,5 effizient als Cofaktor-Regenerierungssystem, was bereits während der Charakterisierung 
des Enzyms vermutet wurde. Auch das Verhältnis der verbesserten Produktbildung durch Einsatz der 
RjFDH blieb sowohl bei pH 7,0 als auch bei pH 8,5 konstant. Demnach kann die RjFDH über einen 
breiten pH-Bereich äquivalent zur CbFDH für die Cofaktor-Regenerierung eingesetzt werden. 
Die Ergebnisse bestätigen, dass die RjFDH eine deutlich effizientere Cofaktor-Regenerierung als das 
Standardenzym CbFDH ermöglicht und somit in der Lage ist, die bioenzymatische Produktion von 
Feinchemikalien in der industriellen Anwendung zu optimieren. Neben vielen Vorteilen, wie der 
einfachen Co-Produktabtrennung und hohen Kompatibilität mit einer Vielzahl von 
Produktionsenzymen, stellte die niedrige Aktivität von FDH häufig ein Problem für deren Anwendung 
als Cofaktor-Regenerierungssystem dar. Die Auffindung neuer, hochaktiver FDH-Varianten für die 
Cofaktor-Regenerierung war das zentrale Ziel dieser Arbeit. Mit der RjFDH konnte ein Enzym gefunden 
werden, was diesen Nachteil überwindet und die Vorteile des FDH-Systems mit einer deutlich 
gesteigerten spezifischen Aktivität verbindet. Somit könnten mit der RjFDH die Vorteile des FDH-
Systems bei einem deutlich geringeren Kostenaufwand durch verringerten Enzymeinsatz genutzt 
werden, da verglichen mit der CbFDH lediglich ein Drittel der Enzymmenge der CbFDH bei 
gleichbleibender Produktivität eingesetzt werden müsste.  
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3.4. VERÄNDERUNG DER ENZYMEIGENSCHAFTEN DER RJFDH 
Nachdem die Charakterisierung des Wildtyps bereits für eine biotechnologische Anwendung günstige 
Eigenschaften zeigte, sollte überprüft werden, ob Mutagenesen die Anwendbarkeit noch weiter, 
beispielsweise durch eine Erhöhung der Thermostabilität oder Resilienz gegenüber Lösungsmitteln, 
erweitern. Weiterhin sollten strukturelle Determinanten des katalytischen Prozesses identifiziert und 
mittels gezielter Sättigungsmutagenese Einfluss auf die Cofaktor-Spezifität des Enzyms genommen 
werden. Die folgenden Kapitel beschreiben die Ergebnisse von RjFDH-Mutagenesen. 
 
Die Thermostabilität von Enzymen stellt eine wichtige Voraussetzung für deren industrielle 
Anwendung dar. Verfügt ein Protein nicht über eine ausreichende Thermostabilität, kann diese oftmals 
durch gezielte Mutagenese erhöht werden (REETZ, 2013; RIGOLDI ET AL., 2018). Hierbei konnten 
signifikante Verbesserungen bereits häufig durch das Einbringen von Einzelmutationen in die Gene 
verschiedener Enzyme erzielt werden (ZHU ET AL., 1999; TORPENHOLT ET AL., 2015; SEO ET AL., 2019). Dies 
trifft auch auf FDH zu. So wurde für die NAD-abhängige Formiatdehydrogenase aus Mycobacterium 
vaccae eine Erhöhung der Thermostabilität durch Einzelmutationen berichtet (FEDORCHUK ET AL., 2002). 
Für eine verbesserte Anwendbarkeit sollte die Thermostabilität der RjFDH durch das gezielte 
Einbringen von Mutationen weiter erhöht werden. Wünschenswert wäre beispielsweise eine 
Steigerung der Thermostabilität bei einer Temperatur von 50 °C, bei welcher die RjFDH gemäß 
Arrhenius-Gleichung eine maximale Beschleunigung der Enzymaktivität (318 %) erreicht.  
AUSWAHL VON AMINOSÄUREN FÜR DIE MUTAGENESE  
Aminosäuren, welche zugunsten einer erhöhten Thermostabilität ausgetauscht werden sollten, 
wurden mithilfe des Online-Tools „FireProt“ ausgewählt (MUSIL ET AL., 2017). Mittels dieses Tools 
konnten bereits für verschiedene andere Enzyme thermostabile Mutanten erzeugt werden 
(PONGPAMORN ET AL., 2019; SOLARCZEK ET AL., 2019; BARTHEL ET AL., 2020). Die bioinformatische Auswahl 
stabilitätsrelevanter Aminosäuren fand mittels mehrerer Berechnungsschritte auf Basis des Standard-
Homologiemodells der RjFDH statt. Zunächst erfolgte eine Datenbankrecherche nach eng verwandten 
Proteinen, welche in einem Cluster mit hoher Sequenzidentität zusammengefasst wurden, um 
konservierte Bereiche des Proteins zu identifizieren. Somit wurde ein gehäuftes Auftreten von 
Aminosäuren an bestimmten Positionen überprüft und bestimmte Bereiche des Zielproteins von der 
Berechnung ausgeschlossen. Potentiell stabilisierende Mutationen wurden anschließend durch eine 
Kombination der Algorithmen Rosetta und FoldX identifiziert. Das Maß für eine mögliche Erhöhung der 
Thermostabilität wurde in einer Verringerung der Enthalpie (ΔH) des Proteins definiert.  
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  117 
Von den mehr als 20 Mutationsvorschlägen von „FireProt“ wurden 11 für die Mutagenese der RjFDH 
ausgewählt, da basierend auf Berechnungen des Rosetta-Algorithmus diese die größte Änderung von 
ΔH bewirkten. Die ausgewählten Vorschläge sind in folgender Tabelle 3-9 dargestellt. Die Mutationen 
wurden mittels PCR in das RjFDH-Gen eingefügt und Mutanten in E. coli BL21(DE3) erzeugt.  
TABELLE 3-9: BERECHNETE ÄNDERUNGEN DER ENTHALPIE DURCH DEN EINZELAUSTAUSCH VON AMINOSÄUREN.  
Mutante ΔH - Rosetta [kcal mol-1] ΔH - FoldX [kcal mol-1] 
G161F -11,89 -1,05 
T27P -7,95 -3,78 
A316P -7,38 -2,71 
N67L -5,88 -1,28 
Q302L -5,08 -1,30 
S391W -4,73 -1,57 
V93I -4,52 -1,11 
T337C -4,25 -1,51 
T253V -3,56 -2,68 
D290E -3,56 -2,17 
V207M -2,36 -1,54 
 
BEEINFLUSSUNG DER THERMOSTABILITÄT 
Die gereinigten Enzymvarianten wurden einer ersten Überprüfung der Thermostabilität unterzogen, 
indem sie für 20 Minuten bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden und anschließend der 
Aktivitätsverlust bezogen auf die auf Eis inkubierte Probe bestimmt wurde. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit beschränkt sich die Präsentation der Ergebnisse auf jene Mutanten, welche zwischen 
50 und 60 °C eine höhere Restaktivität, verglichen mit dem Wildtyp, aufwiesen (Abbildung 3-30). Eine 
vollständige Darstellung der Ergebnisse befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Abbildung A-6). 
Die höchsten Restaktivitäten bei 60 °C zeigten die Varianten T27P, Q302L, A316P und S391W. Im 
Vergleich zu der bei 4 °C inkubierten Probe waren diese nahezu unverändert. Darüber hinaus zeigten 
vor allem die Varianten N67L, Q302L und S391W offenbar durch die Inkubation bedingte 
Aktivitätssteigerungen, welche für die Variante Q302L in relativer Aktivität bis zu 136 % (nach 
Inkubation bei 50 °C) resultierte. Dieser Effekt kann nicht auf die mit einer Temperaturerhöhung 
einhergehenden Aktivitätssteigerung erklärt werden, da die Proben nach der Inkubation auf Eis 
gelagert wurden. Der Wildtyp zeigte kein vergleichbares Verhalten.   
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ABBILDUNG 3-30: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER RJFDH-MUTANTEN (EINZELMUTATIONEN). JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG 
WURDEN FÜR 20 MINUTEN BEI UNTERSCHIEDLICHEN TEMPERATUREN INKUBIERT (PH 7,0) UND ANSCHLIEßEND AUF AKTIVITÄT 
GETESTET. 
 
Vergleicht man die Daten der Thermostabilitätsmessung und die berechneten ΔH-Werte des Rosetta 
bzw. FoldX-Algorithmus (Tabelle 3-9), so ist auffällig, dass die größten Änderungen in ΔH nicht 
zwangsläufig eine gesteigerte Thermostabilität der Enzyme zur Folge hatten. Die mit -11,89 kcal mol-1 
deutlich energieärmere Variante G161F zeigte ein deutlich thermolabileres Verhalten und wies bei  
50 °C lediglich 7 % Restaktivität auf. Eine direkte Korrelation der Änderungen von ΔH (Rosetta-
Algorithmus) mit einer Zunahme der Thermostabilität der RjFDH-Varianten ist somit ist nicht 
vorhanden. 
Anschließend wurden die Halbwertszeiten sowie die Langzeitstabilität der Enzymvarianten bei einer 
Temperatur von 50 °C überprüft. Hierfür wurden die Enzyme (jeweils 200 µL) über einen Zeitraum von 
29 Tagen bei dieser Temperatur inkubiert. In regelmäßigen Abständen wurden die Enzymaktivitäten 
der Mutanten und des Wildtyps gemessen und somit die Restaktivität bestimmt. Die über die 
Restaktivitäten berechneten Halbwertszeiten sind in Tabelle 3-10 angegeben. Eine vollständige 
Übersicht der Ergebnisse befindet sich im Anhang dieser Arbeit (Abbildung A-7). Die generelle 
Erhöhung der Halbwertszeit des Wildtyps gegenüber verglichen mit dem in Punkt 3.2.7. bestimmten 
Werts kann nicht endgültig erklärt werden.  
Die höchste Halbwertszeit aller untersuchten Enzyme zeigte die RjFDH-Variante A316P mit einem Wert 
von 9,4 Tagen bei 50 °C. Verglichen mit dem Wildtyp verlängerte sich diese durch den 
Aminosäureaustausch um den Faktor 2,7. Nach 15 Tagen Inkubation zeigte das Enzym die höchsten 
Restaktivitäten (38,3 %) aller getesteten Varianten. Der Wildtyp zeigte nach 15 Tagen Inkubation 
lediglich eine Restaktivität von 12,3 %. Eine deutliche Erhöhung der Halbwertszeit bei 50 °C wurde auch 
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Inkubation zeigte diese Enzymvariante eine gegenüber dem Wildtyp gesteigerte Langzeitstabilität. 
Bemerkenswert ist der geringe Aktivitätsverlust bei noch längeren Inkubationszeiträumen. Nach 29 
Tagen bei 50 °C konnte noch 25,4 % Restaktivität bestimmt werden (Wildtyp: 3,6 % Restaktivität). 
Somit sank die Restaktivität verglichen mit der 15-Tage Probe um lediglich 2 %.  
Auch die Variante T27P zeigte eine Erhöhung der Halbwertszeit auf 5,6 Tage. Nach 15 Tagen Inkubation 
konnten mit 26,9 % ebenfalls deutlich höhere Restaktivitäten verglichen mit dem Wildtyp bestimmt 
werden. Die Varianten Q302L und N67L wiesen lediglich ein geringfügig erhöhte Halbwertszeiten auf. 
Im weiteren Verlauf der Inkubation zeigten sie ein dem Wildtyp ähnliches Verhalten.  
TABELLE 3-10: BERECHNETE INAKTIVIERUNGSKONSTANTEN UND DIE SICH DARAUS ABLEITENDE HALBWERTSZEIT DER 
ENZYMVARIANTEN BEI EINER TEMPERATUR VON 50 °C.  
Enzymvariante Inaktivierungskonstante (k) Halbwertszeit (Tage) 
A316P 0,074 9,4 
S391W 0,095 7,3 
T27P 0,123 5,6 
Q302L 0,158 4,4 
N67L 0,170 4,1 
Wildtyp 0,201 3,4 
 
POTENTIELLE STRUKTURELLE URSACHEN  
Die Ergebnisse zeigen, dass thermostabilere Varianten der RjFDH durch die Einführung von 
Einzelmutationen erfolgreich erzeugt werden konnten. Die Zusammenhänge zwischen den 
strukturellen Änderungen und der resultierenden Änderung der Thermostabilität können jedoch 
teilweise nicht am Homologiemodell der RjFDH nachvollzogen werden. Die Mutante A316P zeigte im 
Langzeitversuch bei 50 °C die mit Abstand höchste Halbwertszeit aller getesteten Mutanten. Der 
Austausch von Alanin zu Prolin fand in einer flexiblen Loop-Region zwischen einer kurzen α-Helix und 
einem β-Faltblatt statt. In dieser Region konnten weder für den Wildtyp der RjFDH noch für die 
Mutante in silico Wasserstoffbrücken nachgewiesen werden. Demnach können zusätzliche 
Interaktionen für eine Erhöhung der Stabilität ausgeschlossen werden. Eine durch die Einführung von 
Prolin bedingte Änderung der Loopstruktur könnte das Enzym lokal in eine energisch günstigere 
Konformation zwingen und so die durch Rosetta berechnete Veränderung der Enthalpie des 
Monomers von -7,38 kcal mol-1 bedingen. 
Die Variante S391W zeigte die deutlichsten Erhöhungen der Langzeitstabilität der RjFDH nach 29 Tagen 
Inkubation. Serin an Position 391 stellt im Wildtyp einen Bestandteil der C-terminalen Helix α20 dar, 
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bei welcher es sich um eine potentiell katalytisch wichtige Region handelt. Der Einbau von Tryptophan 
hat an dieser Stelle aufgrund der aromatischen Indol-Seitenkette eine starke Beeinflussung der lokalen 
Struktur zu Folge, was in einer Verkürzung oder Auflösung der terminalen Helix resultieren könnte. 
Weiterhin könnten π-π-Wechselwirkungen der aromatischen Ringe mit dem benachbarten His127 
vorliegen und somit zu der durch Rosetta berechneten Verringerung der Enthalpie des Monomers um 
-4,73 kcal mol-1 beitragen. Der Austausch von Serin durch Tryptophan an dieser Stelle trägt darüber 
hinaus zu einer Hydrophobisierung der Helix α20 bei. Dies kann zusätzlich zu einer Stabilisierung von 
RjFDH beitragen. Diese Vermutung wird durch Berichte hinsichtlich einer Proteinstabilisierung durch 
die Erhöhung der Hydrophobizität von α- Helices an der FDH aus Pseudomonas sp. 101 unterstützt 
(ROJKOVA ET AL., 1999). In einem Vergleich von Proteinsequenzen aus mesophilen und thermophilen 
Organismen zeigte sich eine Häufung hydrophober Aminosäure in α-Helices der thermophilen 
Varianten. Das gezielte Einbringen von Einzelmutationen, durch welche polare durch hydrophobe 
Aminosäuren ausgetauscht wurden, resultierte in PseFDH-Varianten mit einer bis zu 1,5-fach erhöhten 
Thermostabilität bei gleichzeitig unveränderten kinetischen Parametern (ROJKOVA ET AL., 1999). 
Der Austausch von T27P resultierte ebenfalls in einer deutlichen Steigerung der Thermostabilität 
gegenüber dem Wildtypen. Der Austausch von Threonin zu Prolin fand an einem langen und flexiblen  
N-terminalen Loop ohne Wasserstoffbrückenbindungen statt. Die mit -7,95 kcal mol-1 stärkste 
Verringerung der Enthalpie aller Varianten kann, ähnlich wie bei A316P, auf eine durch die Einführung 
von Prolin zurückzuführen sein. Die daraus resultierende Änderung der Loopstruktur (Abknickungen, 
Richtungsänderungen) können zu einer energisch günstigere Konformation in diesem Bereich führen. 
Basierend auf den Ergebnissen der Langzeituntersuchung zeigte der Austausch Q302L nur eine 
schwache Verbesserung gegenüber dem Wildtypen. Der ausgetauschte Rest befindet sich in einem 
sehr kurzen Abschnitt ohne Sekundärstrukturen zwischen einem β-Faltblatt und einer α-Helix. Eine 
potentiell zu der Verringerung um -5,1 kcal mol-1 beitragende hydrophobe Interaktion findet zwischen 
der unpolaren Seitenkette des Leucins und Teilen der im Abstand von 2 Å vorliegenden α-Helix statt. 
Im Falle von N67L beträgt ΔH -5,88 kcal mol-1. Durch den Austausch des polaren Asparagins gegen das 
hydrophobe Leucin werden nach in silico-Analyse keine Wasserstoffbrücken aus dem Molekül 
entfernt. Es ist jedoch möglich, dass es zu Abstoßungsreaktionen mit dem zirka 5 Å entfernt 
vorliegenden Leu64 kommt und die geänderte Elektrostatik einen Einfluss auf die lokale Stabilität hat. 
Weiterhin könnten zusätzliche hydrophobe Interaktionen für eine höhere Stabilität des Enzyms 
sorgen. 
Das Ziel, thermostabilere Mutanten der RjFDH mittels Einzelmutationen zu erzeugen, konnte somit 
erreicht werden. Die Varianten A316P, S391W und T27P, welche eine durch Rosetta berechnete 
Änderung in ΔH zwischen -4,7 und -7,95 kcal mol-1 aufwiesen, zeigten teils deutlich erhöhte 
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Halbwertszeiten bei einer Temperatur von 50 °C sowie eine verbesserte Langzeitstabilität als der 
Wildtyp.  
VERÄNDERUNGEN DES LÖSUNGSMITTELEINFLUSS AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT 
Weitere Experimente wurden durchgeführt um zu überprüfen, ob die thermostabileren RjFDH-
Varianten auch eine erhöhte Stabilität gegenüber Lösungsmitteleinfluss aufweisen. Hierzu wurde in 
einem monophasischen System der unmittelbare Einfluss polarer Lösungsmittel auf die Aktivität der 
Mutanten im direkten Vergleich mit dem Wildtyp der RjFDH untersucht. Dabei wurden zu einem 
Standardassay bei Raumtemperatur unterschiedliche Konzentrationen verschiedener polarer 
Lösungsmittel (Ethanol, Ethylenglykol, Acetonitril, Aceton und DMSO) gegeben und die Aktivität mit 
einer Negativkontrolle ohne Zusatz polarer Lösungsmittel verglichen. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit beschränkt sich die Präsentation der Ergebnisse auf jene Varianten, welche eine 
signifikant verbesserte Aktivität gegenüber dem Wildtyp aufwiesen. Die Ergebnisse des Versuchs sind 
in Abbildung 3-31 dargestellt. Eine vollständige Auflistung der Ergebnisse findet sich im Anhang dieser 
Arbeit (Abbildung A-8). Lediglich drei Enzymvarianten wiesen ein verändertes Verhalten bei Zugabe 
von organischen Lösungsmitteln auf. Dies beschränkte sich zudem auf die Lösungsmittel Aceton und 
Ethanol, bei welchen die Unterschiede am deutlichsten bei einer Konzentration von 50 % (v/v) zu Tage 
traten. 
 
ABBILDUNG 3-31: EINFLUSS POLARER LÖSUNGSMITTEL AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH UND DEREN MUTANTEN. DIE 
LÖSUNGSMITTEL WURDEN IN UNTERSCHIEDLICHEN KONZENTRATIONEN ZUM STANDARD-ASSAY GEGEBEN, ANSCHLIEßEND WURDE 
DIREKT DIE ENZYMAKTIVITÄT GEMESSEN. DIE RELATIVE AKTIVITÄT WURDE DURCH VERGLEICH MIT EINER LÖSUNGSMITTELFREIEN 
NEGATIVKONTROLLE ERHALTEN. 
 
Bei einer Zugabe von 50 % (v/v) Aceton zum Standard-Assay zeigte die Variante T27P eine Restaktivität 
von 72 %, die Variante Q302L eine Restaktivität von 63 %.  Der Wildtyp lag bei dieser Konzentration 
nahezu vollständig inaktiv vor. Auch die Varianten N67L und T337C wiesen mit 36 % bzw. 29 % 
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als Lösungsmittel eingesetzt, verhielten sich die verschiedenen Enzymvarianten bis zu einer 
Konzentration von 25 % (v/v) annähernd gleich. Bei einer Konzentration von 50 % (v/v) lag die 
Restaktivität des Wildtyps bei 8 %, während noch 48 % Restaktivität für die Mutante N67L und 22 % 
Restaktivität für T337C bestimmt wurden. Die Einzelmutante T337C wies im Thermostabilitätsversuch 
mit 32 % Restaktivität bei 60 °C (20 Minuten) eine deutlich geringere Thermostabilität als der Wildtyp 
auf. Die in Aceton stabile Variante Q302L zeigte für 50 % (v/v) Ethanol eine vollständige Inaktivierung. 
Der Austausch von Glutamin zu Leucin an Position 302 (Q302L) resultierte in einer gegenüber dem 
Wildtyp höheren Halbwertszeit (bei einer Temperatur von 50 °C) und scheint auch eine erhöhte 
Stabilität gegenüber Aceton zu vermitteln. Q302L zeigte auch eine leichte Stabilitätssteigerung 
gegenüber Acetonitril. Die Mutante zeigte 43 % Restaktivität bei 25 % (v/v) Lösungsmittel verglichen 
mit 24 % Restaktivität des Wildtyps bei gleicher Lösungsmittelkonzentration (siehe Abbildung A-8). 
Diese könnte auf die bereits im vorherigen Kapitel besprochene lokale Hydrophobisierung 
zurückzuführen sein. Die durch diesen Austausch vermittelte Lösungsmittelstabilität ist jedoch nicht 
auf Ethanol übertragbar, da diese Enzymvariante stärker als der Wildtyp durch Ethanol (50 % v/v) 
inaktiviert wurde. Für die restlichen Lösungsmittel (Ethylenglykol, Acetonitril und DMSO) konnte für 
keine Enzymvariante eine Verbesserung der Lösungsmittelstabilität gegenüber dem Wildtyp 
beobachtet werden. 
In der Literatur wird berichtet, dass für viele Enzyme ein hohes Maß an thermischer Stabilität häufig 
positiv mit Lösungsmittelstabilität korreliert (OWUSU UND COWAN, 1989; COWAN, 1997; RASEKH ET AL., 
2014). Diese Korrelation weist für diese Enzyme auf ähnliche Mechanismen der Denaturierung hin. Bei 
der Verwendung von polaren organischen Lösungsmitteln tritt die Destabilisierung von Proteinen 
hauptsächlich durch Veränderungen der Hydrathülle auf. Jedoch sind Korrelationen zwischen der 
Stabilität von Proteinen und der Hydrophobizität des eingesetzten Lösungsmittels unzuverlässig 
(COWAN, 1997). Für die RjFDH ergibt sich ein uneinheitliches Bild. Steigerungen der Thermostabilität 
(z.B. A316P) führten nicht automatisch zu einer Steigerung der Lösungsmittelstabilität. Von allen 
untersuchten Lösungsmitteln konnte dies lediglich teilweise für Aceton beobachtet werden. Die 
Varianten T27P und Q302L zeigten eine deutlich verbesserte Stabilität gegenüber Aceton, während 
diese ebenso eine höhere Halbwertszeit bei 50 °C aufwiesen. Verbesserte Lösungsmittelstabilitäten 
konnten für diese Varianten jedoch nur für Aceton bestimmt werden. Andere Varianten wie A316P, 
welche eine verbesserte Thermostabilität aufwiesen, zeigten hingegen keine verbesserte 
Lösungsmittelstabilität gegenüber Aceton. Eine Verbesserung der Stabilität gegenüber mehreren 
Lösungsmitteln konnte lediglich bei Variante N67L nachgewiesen werden. Diese zeigte gegenüber dem 
Wildtyp eine Verbesserung der Stabilität in Anwesenheit von 50 % (v/v) Ethanol und Aceton. Hingegen 
zeigte die Variante T337C, welche eine gegenüber dem Wildtyp verringerte Thermostabilität aufwies, 
ebenfalls eine Verbesserung der Stabilität in Anwesenheit von 50 % (v/v) beider Lösungsmittel. Daraus 
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folgt, dass für die RjFDH Thermostabilität mit Lösungsmittelstabilität nicht zwangsläufig positiv 
korreliert. Daher ist anzunehmen, dass sich die Mechanismen der Denaturierung durch hohe 
Konzentrationen der getesteten Lösungsmittel von denen der thermischen Inaktivierung 
unterscheiden. Aussagen zu potentiell veränderten Bindungsverhältnissen von strukturell relevanten 
Wassermolekülen können durch die Arbeit mit dem Homologiemodell nicht getroffen werden.  
VERÄNDERUNGEN DER ENZYMAKTIVITÄT 
Nachdem gezeigt wurde, dass Einzelmutanten der RjFDH eine höhere Thermostabilität und ein 
verändertes Verhalten gegenüber polaren Lösungsmitteln zeigten, sollten Veränderungen der 
Enzymaktivität untersucht werden. Zunächst wurden die maximalen spezifischen Aktivitäten bestimmt 
und in ein prozentuales Verhältnis zum Wildtyp gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-32 
dargestellt. 
 
ABBILDUNG 3-32: VERÄNDERUNGEN DER SPEZIFISCHEN AKTIVITÄT DURCH EINZELMUTATIONEN DER RJFDH.  
GRAU UNTERLEGT SIND DIE MUTANTEN, WELCHE EINE POSITIVE VERÄNDERUNG BEZÜGLICH THERMOSTABILITÄT ODER LÖSUNGSMITTEL-
EINFLUSS AUFWIESEN. GRÜN UNTERLEGT SIND DIE VARIANTEN, WELCHE KEINE ODER EINE NEGATIVE VERÄNDERUNG BEZÜGLICH 
THERMOSTABILITÄT ODER LÖSUNGSMITTELEINFLUSS AUFWIESEN. ORANGE UNTERLEGT SIND VARIANTEN, WELCHE SOWOHL EINE 
ERHÖHTE THERMO- ALS AUCH LÖSUNGSMITTELSTABILITÄT (MINDESTENS EIN LÖSUNGSMITTEL) AUFWIESEN. 100 % RELATIVE AKTIVITÄT 
ENTSPRECHEN EINER SPEZIFISCHEN AKTIVITÄT VON 6,3 U MG-1. DIE MESSUNGEN ERFOLGTEN BEI RAUMTEMPERATUR (1 MMOL L-1 
NAD+, 100 MMOL L-1 KALIUMFORMIAT).  
 
Mit 112 % relativer Aktivität zeigte die Mutante N67, welche auch eine erhöhte Halbwertszeit bei  
50 °C sowie eine verbesserte Lösungsmittelstabilität aufwies, eine gesteigerte Aktivität gegenüber dem 
Wildtyp der RjFDH. Von den in Abbildung 3-32 grau unterlegten Varianten, welche eine positive 
Beeinflussung bezüglich Thermostabilität oder Lösungsmitteleinfluss zeigten, wiesen lediglich A316P 
(67 % Restaktivität) und T337C (26 % Restaktivität) eine deutlich verringerte relative Aktivität auf. 
A316P befindet sich rund 7 Å entfernt vom essentiellen katalytischen Rest His333 (Abbildung 3-33). 
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Hier tritt möglicherweise eine negative Beeinflussung der Position des Histidins im aktiven Zentrum 
aufgrund einer durch den Einbau des Prolin veränderten Loopstruktur auf. T337C befindet sich 
ebenfalls in unmittelbarer Nähe des aktiven Zentrums, 7 Å von His333 entfernt. Durch den Austausch 
zu Cystein könnte es zu einer zusätzlichen Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen in diesem 
sensiblen Bereich des Enzyms kommen, was aufgrund einer damit einhergehenden verringerten 
Flexibilität deutliche Aktivitätsverluste zur Folge hat. Interessant ist der Fakt, dass die große sterische 
Änderung, welche durch die Einführung des Tryptophan-Rests an Position 391 (S391W) am Enzym 
verursacht wird, keinen stärkeren Effekt auf die Aktivität des Enzyms hat (88 % Restaktivität). Alle 
weiteren Reste befinden sich weit entfernt vom aktiven Zentrum, die Mutationen zeigten jedoch 
trotzdem einen gewissen Einfluss auf die Enzymaktivität. Derartige second shell-Effekte wurden bereits 
häufig in der Literatur beschrieben und können zu einer Vielzahl von bislang nicht vorhersagbar 




ABBILDUNG 3-33: ENTFERNUNGEN DER MUTIERTEN RESTE DER VARIANTEN A316P, T337C UND S391W ZUM AKTIVEN ZENTRUM 
(HIS333).  
 
Obwohl alle Einzelmutationen einen Effekt auf die spezifische Aktivität des Enzyms ausübten, 
veränderten sich die Bindungsaffinitäten für den Cofaktor NAD+ und das Substrat Formiat nur 
geringfügig (siehe Tabelle 3-11). Da sich keine der Mutationen im Bereich der Cofaktor-Bindedomäne 
befand, können diese Effekte auf geringe Veränderungen der enzymatischen Struktur zurückzuführen 
sein, welche im geringen Maße die Bindungsaffinitäten beeinflussen. Die Einführung dieser Mutation 
führte somit zu keiner Veränderung der Bindungsverhältnisse, aber möglicherweise zu leicht 
veränderten räumlichen Strukturen des aktiven Zentrums, welche sich geringfügig positiv (N67L) oder 
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TABELLE 3-11: VERÄNDERUNGEN DER KM-WERTE FÜR DIE EINZELMUTANTEN. 
Enzymvariante Km - NAD+ [mmol L-1] Km - HCOOH [mmol L-1] 
Wildtyp 0,10 ± 0,05 7,2 ± 1,8 
T27P 0,08 ± 0,01 10,3 ± 2,5 
N67L 0,03 ± 0,002 5,0 ± 0,17 
Q302L 0,04 ± 0,005 7,2 ± 1,6 
A316P 0,04 ± 0,015 4,5 ± 0,7 
T337C 0,05 ± 0,005 10,6 ± 0,7 
S391W 0,07 ± 0,01 5,6 ± 0,3 
 
FAZIT 
Ziel der Experimente war die Identifikation von thermo- oder lösungsmittelstabileren Einzelmutanten 
der RjFDH, um die Anwendbarkeit des Enzyms weiter zu verbessern. Basierend auf bioinformatischen 
Berechnungen des Online-Tools „FireProt“ konnten erfolgreich elf Einzelmutanten der RjFDH erstellt 
und gereinigt werden. Die Einführung von Einzelmutationen hatte positive Effekte auf Thermo- und 
Lösungsmittelstabilität des Enzyms. Fünf der elf untersuchten Mutanten zeigten in einer ersten 
Überprüfung der Thermostabilität eine teils deutliche Erhöhung der Halbwertszeit (Abbildung 3-34). 
Die Varianten A316P, S391W und T27P zeigten weiterhin höhere Restaktivitäten im Vergleich zu dem 
Wildtyp über den gesamten Untersuchungszeitraum von 29 Tagen.  
 
ABBILDUNG 3-34: ZUSAMMENFASSENDE ÜBERSICHT VON EINZELMUTANTEN MIT ERHÖHTER HALBWERTSZEIT (50 °C) UND DEREN 
RELATIVER AKTIVITÄT VERGLICHEN MIT DEM WILDTYP. GRAUE FÜLLUNG: KEINE VERBESSERUNG DER LÖSUNGSMITTELSTABILITÄT, 
GRÜNE FÜLLUNG: VERBESSERUNG DER LÖSUNGSMITTELSTABILITÄT.  
 
Im Zuge dieser Arbeit wurde die maximale spezifische Aktivität der RjFDH bei einer Temperatur von  
50 °C bestimmt. Die Variante A316P wies mit über 9 Tagen die höchste Halbwertszeit bei 50 °C auf, 
zeigte jedoch verglichen mit dem Wildtyp nur noch rund 66 % relative Aktivität. Generell ist zu sagen, 



























Halbwertszeit bei 50 °C [Tage]
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auf eine verringerte Flexibilität des Monomers durch die Austäusche zurückzuführen sein. Eine 
geringere Flexibilität wirkt sich zwar allgemein positiv auf die Stabilität des Enzyms aus, kann jedoch 
auch negative Auswirkungen auf die katalytische Funktion des Enzyms haben. Flexible Regionen im 
Bereich des aktiven Zentrums werden als essentiell für die Durchführung des katalytischen Schritts 
angesehen (VIHINEN, 1987; FIELDS, 2001; KARSHIKOFF ET AL., 2015). Die Km-Werte für Substrat und Cofaktor 
veränderten sich bei allen untersuchten Mutanten hingegen kaum. Die Variante S391W zeigte 
ebenfalls eine deutliche Erhöhung der Halbwertszeit auf 7 Tage, jedoch verringerte sich die 
Enzymaktivität nur geringfügig (88 % relative Aktivität). Durch die deutlich verlängerte Halbwertszeit 
bei nur schwach verringerter Aktivität stellt die Variante S391W einen interessanten Kandidaten für 
eine industrielle Anwendung der RjFDH bei erhöhten Temperaturen dar.  
Die Lösungsmittelstabilität der RjFDH konnte lediglich für Aceton und Ethanol im Bereich zwischen 25 
und 50 % (v/v) erhöht werden. Häufig wurde in der Literatur ein Zusammenhang zwischen 
Lösungsmittelstabilität und der Thermostabilität von Enzymen hergestellt (OWUSU UND COWAN, 1989; 
COWAN, 1997; RASEKH ET AL., 2014). Im Falle der RjFDH konnte dies nur bedingt beobachtet werden. 
Lediglich die Varianten T27P, N67L und Q302L zeigten eine Verbesserung der Lösungsmittelstabilität 
bei einer gleichzeitigen Erhöhung der Halbwertszeit bei 50 °C (Abbildung 3-34). Dies scheint auf 
unterschiedliche Mechanismen der Destabilisierung durch die eingesetzten Lösungsmittel bzw. 
thermische Energie für RjFDH hinzudeuten. Jedoch ist N67L die einzige Variante, bei welcher sich die 
Stabilität sowohl gegenüber Ethanol als auch Aceton erhöhte. Von allen erzeugten Enzymvarianten ist 
N67L somit die einzige, welche sowohl eine erhöhte Enzymaktivität, höhere Halbwertszeit bei 50 °C 
und verbesserte Lösungsmittelstabilität gegenüber Ethanol und Aceton aufwies. Mittels der 
Einführung von Einzelmutationen in das Gen der RjFDH konnten somit vielversprechende 
Ausgangspunkte für weitere anwendungsorientierte Untersuchungen geschaffen werden.  
Es kann konstatiert werden, dass mit Blick auf eine biotechnologische Anwendung des Enzyms 
erfolgreich thermostabilere Varianten der RjFDH mittels des FireProt-Ansatzes erzeugt werden 
konnten. Eine verlängerte Halbwertszeit bei maximaler spezifischer Aktivität könnte beispielsweise zu 
einer effizienteren biotechnologischen Produktion von Feinchemikalien beitragen und Kosten durch 
einen verringerten Einsatz von Biokatalysatoren senken. Thermostabilere Varianten der RjFDH können 
die Nutzung höherer Prozesstemperaturen in biokatalytischen Prozessen und damit einhergehende 
Produktionssteigerungen, beispielsweise für die Produktion von L-tert-Leucin, ermöglichen. 
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Cysteinreste spielen in Formiatdehydrogenasen eine wichtige Rolle. Wenngleich sie nicht direkt an der 
Durchführung der Katalyse im aktiven Zentrum beteiligt sind, sind sie dennoch in den Aufbau einer 
funktionalen Tertiärstruktur der Enzyme involviert (SCHÜTTE ET AL., 1976). Die Oxidation oberflächlicher 
Cysteinreste in FDH wird jedoch ebenfalls mit niedrigen Prozessstabilitäten in Verbindung gebracht. 
Darüber hinaus gilt die Oxidation von Thiolgruppen bei erhöhten Temperaturen als eine der 
Hauptursachen für die thermische Inaktivierung von FDH (TISHKOV UND POPOV, 2004; TISHKOV UND POPOV, 
2006). Modifikationen der Thiolgruppen durch Verbindungen wie p-Chlormercuribenzoat oder die 
Oxidation durch Luftsauerstoff, welche besonders schnell katalysiert durch Schwermetalle stattfindet, 
sorgen für eine rapide Deaktivierung von NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen (DIKOV ET AL., 1980; 
AVILOVA ET AL., 1985; TISHKOV ET AL., 1993; SLUSARCZYK ET AL., 2000). Durch eine Mutagenese der RjFDH 
sollte eine Verbesserung der Resistenz gegenüber deaktivierenden Agenzien wie Cu2+-Ionen erzielt 
werden, welche bei industriellen Prozessen häufig in geringem Maße auftreten können. Darüber 
hinaus zeigten Studien an der FDH aus Mycobacterium vaccae, dass Austäusche von Cystein sich unter 
Umständen positiv auf die Gesamtaktivität sowie Stabilität des Enzyms auswirken können (HOELSCH ET 
AL., 2013). Es wurde überprüft, ob derartige positive Effekte für die RjFDH auch durch den Austausch 
von Cystein-Resten auftreten. Ziel war somit die Erstellung von FDH-Varianten, welche weniger sensitiv 
auf die Anwesenheit von Kupfer reagieren und eine erhöhte Thermostabilität aufweisen sowie die 
Gewinnung von Erkenntnissen über die strukturelle Rolle von Cysteinen in der RjFDH. 
Der Wildtyp der RjFDH besitzt insgesamt sieben Cysteinreste pro Untereinheit an den Positionen 6, 
146, 183, 249, 256, 289 und 355. Damit unterscheidet sich dieser deutlich von der FDH aus C. boidinii 
(CbFDH), welche lediglich zwei Cysteine pro Untereinheit (Cys23 und Cys262) aufweist. Von den sieben 
Cysteinen der RjFDH liegen, basierend auf Untersuchungen am Homologiemodell, Cys183 und Cys289 
an der Enzymoberfläche, während alle weiteren fünf Cysteinreste im inneren Teil des Enzyms 
lokalisiert sind. Sämtliche Reste liegen weit verteilt im Enzym vor, was eine Ausbildung von 
Disulfidbrücken im nativen Enzym unmöglich macht. Diese Annahme wurde durch eine 
bioinformatische Analyse mittels des Online-Tools DISULFIND (http://disulfind.dsi.unifi.it) bestätigt 
(CERONI ET AL., 2006). Aufgrund der Tatsache, dass Cystein-Reste die Stabilität von FDH beeinflussen, 
wurde vermutet, dass die gegenüber der CbFDH erhöhte Anzahl von Cysteinresten die RjFDH potentiell 
anfälliger für eine Inaktivierung durch Luftsauerstoff macht. Im Zuge dieser Arbeit wurde jedoch 
gezeigt, dass die RjFDH gegenüber dem Standardenzym eine höhere Halbwertszeit (bei 50 °C) und 
Thermostabilität aufwies. Daher wurde untersucht, ob diese Reste relevant für die Stabilität und 
Enzymaktivität sind oder ob ein Austausch der Cysteine diese noch weiter erhöht. In einem ersten 
Mutageneseschritt wurden nach und nach sämtliche Cysteinreste durch Alaninreste ersetzt, um zu 
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überprüfen, ob sich daraus positive Veränderungen hinsichtlich Metalltoleranz, Thermostabilität und 
genereller Enzymaktivität ergeben. In einem zweiten Schritt sollten Mutationen mit positiven 
Eigenschaften kombiniert und neben Alanin auch Serin in den Austausch aufgenommen werden. Die 
Einführung der Mutationen erfolgte via PCR. Alle RjFDH-Mutanten wurden erfolgreich in E. coli 
BL21(DE3) erzeugt und mittels Affinitätschromatographie gereinigt.   
EINFLUSS DER CYSTEIN-RESTE AUF DIE KUPFER-TOLERANZ DER RJFDH 
Die erzeugten RjFDH-Einzelmutanten wurden auf verändertes Stabilitätsverhalten in Gegenwart von 
Kupferionen getestet. Wie bereits in Punkt 3.2.2. beschrieben, sorgt Cu2+ bei dem Wildtyp der RjFDH 
für einen direkten Aktivitätsverlust von über 70 % und führte nach 96 Stunden Inkubationszeit zu 
einem nahezu vollständigen Verlust der Enzymaktivität. Eine Empfindlichkeit gegenüber Kupfer ist ein 
für viele FDH-Varianten zutreffendes Merkmal (SCHÜTTE ET AL., 1976; HOU ET AL., 1982; NANBA ET AL., 
2003A, 2003B; DING ET AL., 2011). Die Inaktivierung liegt vermutlich in einer Oxidation der Thiolgruppen 
der Cysteinreste durch Luftsauerstoff begründet, welche durch Cu2+ zusätzlich katalysiert wird (SCHÜTTE 
ET AL., 1976; HOU ET AL., 1982; SLUSARCZYK ET AL., 2000). 
Die RjFDH-Mutanten wurden analog zu dem Experiment mit dem Wildtyp der RjFDH mit 1 mmol L-1 
Kupfer bei einer Temperatur von 4 °C über einen Zeitraum von 96 Stunden inkubiert und die 
prozentuale Restaktivität der Enzyme vergleichend mit einer metallfrei gelagerten Negativkontrolle 
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-35 dargestellt. Eine deutlich verbesserte Stabilität in 
Gegenwart von 1 mmol L-1 Cu2+ zeigte die Variante Cys256Ala. Unmittelbar nach Zugabe von 
Kupferionen betrug die Restaktivität 50 %. Diese blieb auch nach 24 Stunden Inkubation erhalten. Nach 
96 Stunden Inkubation mit 1 mmol L-1 Kupfer (4 °C) zeigte das Enzym mit 31 % eine höhere Restaktivität 
als der Wildtyp unmittelbar nach Zugabe der Kupferionen (0h). 
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Somit konnte durch den Austausch des Cys256 eine deutliche Steigerung der Stabilität in Gegenwart 
von Kupfer erzielt werden. Cys256 bildet einen Teil der Cofaktorbindetasche der RjFDH und interagiert 
über die Thiolgruppe mit dem Adenin-Rest des Cofaktors durch die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen. Durch den Austausch mit Alanin fallen diese Wechselwirkungen weg, 
was zu einer verringerten Interaktion des Enzyms mit dem Cofaktor führt. Da Alanin jedoch keine 
oxidierbaren funktionellen Seitenketten aufweist, kann an dieser Position auch keine 
metallkatalysierte Oxidation des Aminosäurerests mehr stattfinden. Daher wird die strukturelle 
Umgebung der Cofaktorbindetasche nicht mehr durch eine kupferbedingte Oxidation der 
Seitengruppe verändert, was zu einer Stabilisierung des Enzyms in Anwesenheit von Kupferionen 
führen könnte. Diese Position wurde bereits für die Stabilität der FDH aus Thiobacillus sp. KNK65MA 
als wichtig erachtet. So weist dieses Enzym an Position 255 (entspricht Cys256 der RjFDH) einen Valin-
Rest auf, welcher offenbar eine hohe Resistenz gegenüber α-Haloketonen vermittelt (NANBA ET AL. 
2003a). Diese sorgen, ebenso wie Kupferionen in Anwesenheit von Luftsauerstoff, für eine Oxidation 
von Thiolgruppen, was zur Inaktivierung von Enzymen führen kann. Die Annahme unterstützt die 
Hypothese, dass nichtoxidierbare Aminosäurereste an dieser Position der Cofaktorbindetasche zu 
einer Stabilisierung der RjFDH gegenüber Metallionen oder oxidierenden Agenzien führen können. 
Die Mutanten mit Cysteinaustäuschen an den Positionen 146 und 249 zeigten eine gegenüber dem 
Wildtyp deutlich verschlechtere Kupfer-Toleranz. Sowohl die direkte Aktivitätsabnahme als auch die 
Inaktivierung nach 24 bis 96 Stunden war für diese Mutanten deutlich ausgeprägter als für den 
Wildtyp. Bezüglich der beobachteten Effekte des Cystein-Austauschs an Position 146 unterscheidet 
sich die RjFDH deutlich von anderen FDH. Im Falle der FDH aus M. vaccae resultierte der 
Cysteinaustausch an dieser Position in einer erhöhten Toleranz gegenüber α-Haloketonen (YAMAMOTO 
ET AL., 2005). Diese katalysieren ähnlich wie Kupfer-Ionen die Oxidation von Thiolgruppen durch 
Luftsauerstoff. Eine Erklärung für dieses Verhalten der RjFDH könnte die räumliche Nähe zum aktiven 
Zentrum liefern. Der neben Cys146 vorliegende Rest Asn147 ist direkt in die Bindung von Formiat 
involviert, der essentielle Rest His333 liegt lediglich 12 Å von Cys146 entfernt. Somit kann die 
Substitution eines Rests und die damit einhergehenden sterischen Veränderungen in dieser Region zu 
einer Beeinflussung der Substratbindung führen, was im folgenden Kapitel besprochen wird. Die 
Mutanten mit Cysteinaustäuschen an Position 6, 289 und 355 zeigten dagegen ein dem Wildtyp 
vergleichbares Verhalten. 
Austäusche der an der Oberfläche gelegenen Reste Cys183 und Cys289 zu Alanin zeigten für die RjFDH 
keine Verbesserung der Stabilität in Anwesenheit von Kupfer-Ionen. Während Cys289Ala keine 
Unterschiede gegenüber dem Wildtyp bezüglich der Kupfer-Resistenz aufwies, sorgte eine Mutation 
des Rests an Position 183 nach 24 Stunden Inkubation (4 °C) für eine deutlich stärkere Inaktivierung. 
Im Falle des Austauschs von oberflächlich vorliegenden Cysteinresten unterscheiden sich RjFDH und 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  130 
CbFDH offenbar deutlich voneinander. Eine Mutagenese der sich an der Moleküloberfläche 
befindlichen Cysteinreste resultierte für die CbFDH in einer deutlichen Erhöhung der Enzymstabilität 
in Gegenwart von Cu2+ verglichen mit dem Wildtyp (SLUSARCZYK ET AL., 2000). Für die RjFDH liegen 
Cys183 und Cys289 an der Enzymoberfläche, während alle weiteren fünf Cysteinreste im inneren Teil 
des Enzyms verteilt vorliegen. Offenbar nehmen die Aminosäurereste Cys146, Cys183, Cys249 in der 
RjFDH aufgrund von intramolekularen Wechselwirkungen eine stabilisierende Rolle ein. Werden diese 
gegen Alanin ausgetauscht, wirkt sich dies negativ auf die Stabilität gegenüber Kupfer-Ionen aus. Dies 
lässt die Vermutung zu, dass der Austausch an diesen Stellen im Verlauf des Inkubationszeitraums 
stärker destabilisierend als die Oxidation der Thiolgruppen der Cysteine wirkt. Im Falle von Cys6, 
Cys289 und Cys355 konnte kein Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden. Die Aminosäure-
austäusche zu Alanin scheinen somit die Stabilität gegenüber Kupfer-Ionen weder positiv noch negativ 
zu beeinflussen. Eine detaillierte Betrachtung der sterischen Veränderungen, welche mit den 
jeweiligen Austäuschen einhergehen, werden im kommenden Kapitel behandelt. 
Ein Austausch von Cys256 sorgte hingegen für eine deutliche Erhöhung der Stabilität der RjFDH. Die 
Oxidation von Cys256 scheint an dieser Position eine entscheidende Rolle für den Verlust von 
Enzymaktivität zu spielen. Cystein selbst scheint keine zusätzliche stabilisierende Wirkung zu 
vermitteln. Somit konnte mit der Einzelmutante Cys256Ala eine RjFDH-Variante gefunden werden, 
welche eine deutlich verbesserte Stabilität in Anwesenheit von Kupfer-Ionen aufweist.  
BEEINFLUSSUNG DER THERMOSTABILITÄT 
Anschließend wurde die Thermostabilität der Enzymvarianten überprüft. Dies erfolgte durch die 
Messung der Enzymaktivität nach einer zwanzigminütigen Inkubation bei unterschiedlichen 
Temperaturen. Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 3-36 dargestellt. Sie demonstrieren 
einen teils enormen Einfluss der Cysteinaustäusche auf die Thermostabilität des Enzyms. 
Die Thermostabilität der RjFDH nimmt bei Substitution von Cys146 durch Ala146 enorm ab, Cys146Ala 
zeigte nach einer zwanzigminütigen Inkubation bei 30 °C lediglich 44 % Restaktivität. Ein nahezu 
vollständiger Funktionsverlust trat bei einer Temperatur von 50 °C auf. Auch für die Mutante Cys249Ala 
wurde eine deutlich verringerte Thermostabilität verglichen mit dem Wildtypen (38 % Restaktivität bei 
einer Temperatur von 50 °C) bestimmt. Eine geringfügig positive Veränderung der Thermostabilität 
wurde hingegen für Cys289Ala gemessen. Diese Mutante zeigte bei 50 °C eine Restaktivität von 94 %, 
während der Wildtyp nur 86 % Restaktivität aufwies. Bei einer Erhöhung der Temperatur auf 60 °C 
wurde mit 42 % Restaktivität für die Variante Cys289Ala geringere Thermostabilität als beim Wildtyp 
gemessen. Dieser stellte mit 52 % Restaktivität die stabilste Variante des Enzyms dar.  
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ABBILDUNG 3-36: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER CYSTEIN-EINZELMUTANTEN. JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG WURDEN FÜR 20 
MINUTEN BEI UNTERSCHIEDLICHEN TEMPERATUREN (PH 7,0) INKUBIERT UND ANSCHLIEßEND AUF AKTIVITÄT GETESTET.  
 
Bei einer Temperatur von 40 °C wurde weiterhin für die Varianten Cys183 und Cys355 eine gering 
erhöhte Restaktivität (rund 5 %) gegenüber dem Wildtyp beobachtet. Cys6Ala und Cys256Ala wiesen 
ein nahezu identisches Verhalten wie der Wildtyp auf. Die vielversprechendsten Mutanten Cys289Ala 
und Cys355Ala wurden anschließend in einer Doppelmutante kombiniert. Weiterhin wurde für beide 
Positionen ein Austausch zu dem Strukturanalogon Serin durchgeführt und analog eine 
Doppelmutante erstellt. Serin wurde ausgewählt um zu überprüfen, ob potentielle 
Wasserstoffbrücken innerhalb des Enzyms an den jeweiligen Positionen einen positiven Effekt auf die 
Stabilität des Enzyms haben. Für alle Enzymvarianten wurde die Thermostabilität erneut durch die 
Messung der Enzymaktivität nach einer zwanzigminütigen Inkubation bei unterschiedlichen 
Temperaturen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-37 vergleichend mit den 
Ausgangsmutanten Cys289Ala und Cys355Ala sowie dem Wildtyp aufgeführt. 
Die Kombination der Alanin-Einzelmutationen hatte keinen positiven Effekt auf die Thermostabilität 
der RjFDH. Bereits ab einer Inkubation bei 30 °C zeigte sich eine geringere Restaktivität verglichen mit 
den Einzelmutanten und dem Wildtyp. Die Substitution der Cysteinreste 289 und 355 durch Serin 
zeigte ebenfalls keine Verbesserung. Die Substitution an Position 289 sorgte für eine Verringerung der 
Thermostabilität bei einer Temperatur von 50 °C. Während die Aktivität initial sogar anstieg, zeigte 
diese Mutante bei 50 °C die geringsten Restaktivitäten aller getesteten Enzymvarianten. Die Variante 
Cys355Ser zeigte hingegen ein interessantes Verhalten. Mit zunehmender Inkubationstemperatur bis 
40 °C stieg die gemessene Enzymaktivität auf 115 % verglichen mit der auf Eis gelagerten 
Referenzprobe an. Ab einer Temperatur von 50 °C verhielt sich das Enzym ähnlich dem Wildtyp, zeigte 
jedoch bei 60 °C eine stärkere Inaktivierung verglichen mit diesem. Eine Kombination der beiden Serin-
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ABBILDUNG 3-37: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER CYSTEIN-DOPPELMUTANTEN. JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG WURDEN FÜR 20 
MINUTEN BEI UNTERSCHIEDLICHEN TEMPERATUREN INKUBIERT (PH 7,0) UND ANSCHLIEßEND AUF AKTIVITÄT GETESTET.  
 
Die Daten unterstreichen die wichtige Rolle, welche Cystein-Reste in der RjFDH für die 
Aufrechterhaltung der Thermostabilität einnehmen. Potentielle molekulare Ursachen für die 
Veränderung der Thermostabilität lassen sich aus dem Homologiemodell der RjFDH ableiten und 
gehen zumeist mit einer Erhöhung der Flexibilität von Enzymstrukturen durch verminderte 
Interaktionen zwischen den Aminosäuren einher. Eine Erhöhung der Flexibilität von Proteinbereichen 
wird allgemein mit einer geringeren Stabilität bei erhöhten Temperaturen in Verbindung gebracht 
(VIHINEN, 1987; FIELDS, 2001; KARSHIKOFF ET AL., 2015). Durch eine Temperaturerhöhung steigt 
gleichermaßen die Konformationsflexibilität des Enzyms, was schlussendlich zu einer Denaturierung 
und Funktionsverlust führen kann. Das gezielte Einführen zusätzlicher intra- oder intermolekularer 
Wechselwirkungen kann hingegen zu einer erhöhten lokalen Rigidität führen, welche diese Effekte 
kompensieren kann. Jedoch wird stets eine gewisse Flexibilität zur Aufrechterhaltung der 
Enzymaktivität benötigt (KARSHIKOFF ET AL., 2015).  
Die Mutante Cys146Ala zeigte den deutlichsten Verlust an Thermostabilität. Bei einer in silico-Analyse 
dieser Variante fällt auf, dass Cys146 eine Wasserstoffbrückenbindung zu Thr144 ausbildet (Abbildung 
3-38, A). Durch den Austausch zu Alanin fehlt diese Interaktion, was zu einer Erhöhung der Flexibilität 
in diesem für die Katalyse wichtigen Bereich führen könnte. Der Austausch zu Alanin an Position 146 
zeigte neben dem sehr starken negativen Effekt auf die Thermostabilität ebenfalls einen negativen 
Effekt auf die Enzymstabilität in Anwesenheit von Kupfer-Ionen. Möglicherweise sorgt die durch den 
Austausch verringerte Stabilität für einen verstärkten negativen Effekt durch die Oxidation weiterer 
Thiolgruppen. Obwohl Cys146 nicht an der Ausbildung von Sekundärstrukturen beteiligt ist und 
lediglich eine Wasserstoffbrücke ausbildet, unterstreichen die Daten die große Bedeutung dieses Rests 
für die strukturelle Integrität des Enzyms. Fällt diese weg, reicht offenbar ein bereits deutlich 
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ABBILDUNG 3-38: AUSGEWÄHLTE CYSTEINRESTE (BLAU) IM HOMOLOGIEMODELL DER RJFDH. A: CYS146 B: CYS249.   
 
Weiterhin ist der benachbarte Rest Asn147 direkt in die Bindung von Formiat involviert, der für die 
Katalyse essentielle Rest His333 liegt lediglich 12 Å von Cys146 entfernt. Somit könnte die Substitution 
des Rests in dieser Region weiterhin zu einer Beeinflussung der Substratbindung durch strukturelle 
Änderungen der Substratbindetasche führen, was im folgenden Unterkapitel besprochen wird.  
Der Austausch von Cys249 sorgte ebenfalls für eine deutliche Verringerung der Thermostabilität des 
Enzyms. Dieser Rest spielt eine wichtige strukturelle Rolle im Außenbereich des Enzyms, da die 
Seitenkette an der Ausbildung einer α-Helix mit Met245 beteiligt ist (Abbildung 3-38, B). Die durch den 
Austausch von Cys249 zu Ala249 fehlende Wasserstoffbrücke der Seitenkette könnte zu einer 
Auflösung der α-Helix führen. Ohne Sekundärstrukturen würde der Bereich an Flexibilität gewinnen, 
was zu einer verringerten Thermostabilität führen könnte. Weiterhin zeigte die Variante Cys249Ala 
eine verschlechterte Stabilität gegenüber Kupfer-Ionen. Die resultierende verringerte Enzymstabilität 
könnte - ebenso wie bei Cys146Ala - für einen verstärkten negativen Effekt durch die Oxidation 
weiterer Thiolgruppen verantwortlich sein. 
Cys183 bildet eine Wasserstoffbrückenbindung zu Ile180 und wirkt somit strukturbestimmend beim 
Aufbau einer α-Helix in diesem Bereich (siehe Abbildung 3-39, A). Obwohl diese Helix am äußersten 
Ende des Enzyms lokalisiert ist (rund 30 Å vom aktiven Zentrum entfernt), resultiert die Substitution 
von Cystein in einer Änderung der Thermostabilität. Die vermutlich mutationsbedingte Auflösung der 
Helix-Struktur in diesem Bereich führt zu mehr Flexibilität in dieser Region, was sich, vermutlich 
aufgrund der großen Distanz zum aktiven Zentrum, erst bei höheren Temperaturen (60 °C) in einer 
deutlichen Abnahme der Thermostabilität bemerkbar macht. Auch für diese Enzymvariante wurde in 











ABBILDUNG 3-39: AUSGEWÄHLTE CYSTEINRESTE (BLAU) IM HOMOLOGIEMODELL DER RJFDH. A: CYS183 B: CYS289.   
 
 
Dieser Argumentation folgend könnte die unveränderte Thermostabilität der RjFDH-Mutanten mit 
Austäuschen von Cys6 und Cys256 darauf zurückzuführen sein, dass die Aminosäuren an diesen 
Positionen nicht an der Bildung von Sekundärstrukturen beteiligt sind. Eine Substitution hat in diesem 
Fall keinen Einfluss auf die Tertiärstruktur des Enzyms und resultiert in einer nahezu gleichbleibenden 
Stabilität des Enzyms. Im Gegensatz zur RjFDH zeigte ein Austausch von Cystein an Position 255 
(entspricht Cys256 der RjFDH) zu Serin und Methionin für die FDH aus Pseudomonas sp. 101 eine 
deutliche Verringerung der Thermostabilität gegenüber dem Wildtyp bei Temperaturen über 45 °C 
(TISHKOV ET AL., 1993). Auch die PseFDH verfügt an dieser Position über keinerlei Sekundärstrukturen. 
Jedoch scheint die Substitution die Lagerstabilität der PseFDH bei 25 °C zu begünstigen, was einer 
verringerten Empfindlichkeit des Enzyms gegenüber Luftsauerstoff zugeschrieben wurde (TISHKOV ET 
AL., 1993). Diese Beobachtungen sind in Übereinstimmungen mit den Ergebnissen des Kupfer-
Stabilitätstests der RjFDH-Variante Cys256Ala. Die gleichzeitig erhöhte Toleranz der Variante 
Cys256Ala gegenüber Kupferionen demonstriert, dass Thermostabilität und Metalltoleranz der RjFDH 
nicht zwangsläufig die gleichen strukturellen Ursachen haben. Die negativen Auswirkungen der 
Austäusche von Cys183, Cys249 und Cys146 sowohl auf Thermostabilität als auch auf Kupfer-Resistenz 
weisen aber auf eine wichtige Rolle dieser für die Enzymstabilität im Allgemeinen hin.  
Als einzige wiesen die Varianten Cys289Ala und Cys355Ala zwischen 40 und 50 °C eine leicht erhöhte 
Thermostabilität gegenüber dem Wildtyp auf. Die Substitution zu Alanin an Position 289 könnte in 
einer hydrophoben Interaktion mit der 2 Å entfernten Seitenkette von Ile266 resultieren und damit 
das Enzyms zusätzlich stabilisieren. Cys355 liegt inmitten einer 20 Aminosäuren umfassenden α-Helix 
vor, eine Substitution zu Alanin hat keinen Einfluss auf die Ausbildung der Sekundärstruktur. Die 
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negativ synergistischen Effekt hin. Dieser kann anhand des starren Homologiemodells nicht erklärt 
werden, da keine signifikanten strukturellen Unterschiede zum Wildtyp feststellbar sind. Beide 
Varianten zeigten ebenfalls eine nahezu unveränderte Stabilität bei Anwesenheit von Kupfer-Ionen. 
Der Austausch von Cystein mit dem Strukturanalogon Serin an den Positionen Cys289 und Cys355 
ermöglicht theoretisch eine vergleichbare Ausbildung von Wasserstoffbrücken im Enzym. Beide 
Aminosäuren unterscheiden sich nur in geringem Maße in ihrem isoelektrischen Punkt und dem  
pKs-Wert der Seitenketten. Während Alanin an Position 289 die Thermostabilität, verglichen mit dem 
Wildtyp, leicht verbesserte, sank diese für Serin bei Temperaturen über 40 °C deutlich. Die 
Seitenketten von Cys289 und Cys355 als auch die der Serin-Varianten bilden jedoch nach in silico-
Untersuchungen am Homologiemodell keine Wasserstoffbrückenbindungen zu benachbarten Resten 
aus (siehe Abbildung 3-39, B). Während Cys355Ser eine vergleichbare Thermostabilität zu Wildtyp und 
Cys355Ala aufwies, verschlechterte sich die Stabilität der Variante Cys289Ser deutlich. Dieser deutliche 
Abfall durch den Austausch von Cystein durch das Strukturanalogon Serin kann anhand des 
Homologiemodells der RjFDH nicht erklärt werden. Die Substitution durch Serin an Position 355 hat, 
ebenso wie Alanin, keinen Einfluss auf die Ausbildung der 20 Aminosäuren umfassenden α-Helix, was 
die unveränderte Thermostabilität erklären könnte. 
Ein Austausch von Cystein-Resten hatte somit in keinem Fall eine deutliche Steigerung der 
Thermostabilität zur Folge. Ein gezielter Austausch dieser zur Erhöhung der Thermostabilität war somit 
nicht erfolgreich. Eine Möglichkeit, die Thermostabilität der RjFDH über Cysteine zu verbessern, wäre 
jedoch die gezielte Einführung von Disulfidbrücken. Dies war jedoch aus Zeitgründen nicht mehr 
Bestandteil dieser Arbeit. Für die CbFDH wurde dies bereits erfolgreich demonstriert (ZHENG ET AL., 
2017). So wurde durch den Austausch von Ala10 zu Cystein eine Disulfidbrücke mit Cys23 und durch 
den Austausch von Ile239 zu Cystein eine weitere Disulfidbrücke mit Cys262 eingeführt. Der Ala10Cys-
Austausch resultierte in einer 6,7-fach erhöhten Halbwertszeit bei einer Temperatur von 60 °C und 
einer 1,4-fach erhöhten katalytischer Effizienz verglichen mit dem Wildtyp. In RjFDH würde ein 
Austausch von Ser53 zu Cys53 sowie Asp10 zu Cys10 eine Disulfidbrücke an gleicher Position, wie von 
Zheng et al. beschrieben, schaffen. Eine weitere potentielle Position für eine Disulfidbrücke läge 
zwischen Cys256 und Ala284. Jedoch ist Cys256 in der Ausbildung der Cofaktor-Bindetasche involviert, 
Änderungen in diesem Bereich könnten starke Auswirkungen auf die Aktivität haben. Andere 
Positionen der natürlich vorkommenden Cysteine sind nicht geeignet, weil diese entweder in 
Sekundärstrukturen eingebunden sind oder sich keine geeigneten Reste in geeignetem Abstand 
befinden.  
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VERÄNDERUNGEN DER ENZYMAKTIVITÄT 
Nach den Auswirkungen auf die Thermostabilität der RjFDH wurde der Einfluss der Cysteinaustäusche 
auf die Enzymaktivität untersucht. Hierzu wurden vergleichende photometrische Aktivitätstests bei 
Raumtemperatur durchgeführt und die spezifischen Aktivitäten der Enzymvarianten prozentual 
miteinander verglichen. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 3-40 dargestellt. Für 
sämtliche Enzymvarianten wurde eine Abnahme der spezifischen Aktivität beobachtet. Die geringsten 
Abnahmen zeigten Cys289Ala (93% Restaktivität), Cys249Ala (86% Restaktivität) und Cys183Ala (80% 
Restaktivität). Die größten Einbußen wurden für Cys146Ala (30% Restaktivität), Cys289Ser (26% 
Restaktivität) und Cys355Ser (36% Restaktivität) verzeichnet. Darüber hinaus bestätigte sich der 
bereits hinsichtlich der Thermostabilität beobachtete, negativ synergistische Effekt der Kombination 
der Mutanten Cys289 und Cys355 auch für die Aktivität. Die Doppelmutante wies mit 61% Restaktivität 
einen deutlich niedrigeren Wert als die Einzelmutanten auf. 
 
ABBILDUNG 3-40: VERÄNDERUNGEN DER SPEZIFISCHEN AKTIVITÄT DURCH DEN AUSTAUSCH VON CYSTEINRESTEN.  
100 % RELATIVE AKTIVITÄT ENTSPRICHT EINER SPEZIFISCHEN AKTIVITÄT VON 6,3 U MG-1. DIE MESSUNGEN ERFOLGTEN BEI EINER 
COFAKTOR-KONZENTRATION VON 1 MMOL L-1 UND 100 MMOL L-1 KALIUMFORMIAT BEI RAUMTEMPERATUR.  
 
Die Daten zeigen, dass Cysteine neben ihrer Rolle in der Enzymstabilität ebenso wichtig für die 
Aufrechterhaltung der Enzymaktivität der RjFDH sind. Somit bestätigt die RjFDH ein bereits für weitere 
Formiatdehydrogenasen beschriebenes Verhalten. Eine generelle Abnahme der Enzymaktivität durch 
einen Austausch der Reste Cys6, Cys146 und Cys256 wurde beispielsweise auch für die NAD-abhängige 
FDH aus Mycobacterium vaccae (MvFDH) beobachtet (YAMAMOTO ET AL., 2005). Die genannten 
Aminosäurepositionen der MvFDH stimmen vollständig mit denen der RjFDH überein. 
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Die kritischste Position bezüglich Aktivität und Thermostabilität ist Cys146. Wie bereits im vorherigen 
Kapitel besprochen, kann ein Austausch an dieser Position den benachbarten Rest Asn147 
beeinflussen. Dieser Rest ist ein integraler Bestandteil des aktiven Zentrums und direkt an Bindung des 
Substrats Formiat beteiligt (CASTILLO ET AL., 2008; NILOV ET AL., 2012). Die Seitenkette von Cys146 bildet 
mit Val143 eine Wasserstoffbrückenbindung aus, ein Verlust dieser könnte zu einer Repositionierung 
der Loopregion führen und somit auch die Position von Asn147 beeinflussen. Daraus könnten sich 
Veränderungen der Substratbindung im aktiven Zentrum ergeben, was zu Aktivitätseinbußen führen 
könnte (Abbildung 3-41). Sättigungsmutagenesen an dieser Position könnten Aufschluss darüber 
geben, ob durch die strukturelle Beeinflussung von Asn147 durch eine Aminosäure an Position 146 
auch ein positiver Einfluss auf die Enzymaktivität genommen werden kann. 
 
ABBILDUNG 3-41: DARSTELLUNG VON CYS146 (BLAU) IM HOMOLOGIEMODELL DER RJFDH (WILDTYP). 
WASSERSTOFFBRÜCKENBINDUNGEN SIND ALS BLAUE STRICHE GEKENNZEICHNET.  
 
Weiterhin führte auch der Austausch von Cys6 zu einer verringerten Enzymaktivität. Dieser Rest ist in 
einem β-Faltblatt lokalisiert, welches vermutlich Lösungsmittelmoleküle vom aktiven Zentrum fernhält 
und aktivitätsbegünstigend wirkt (LAMZIN ET AL., 1992). Eventuelle Störungen in der Ausbildung dieser 
Sekundärstruktur könnten demnach zu Aktivitätseinbußen führen. 
Ein interessanter Aspekt ist die Substitution des Rests Cys249. Obwohl die Substitution zu Alanin eine 
deutliche Verringerung der Thermostabilität zur Folge hatte, hat diese nur wenig Einfluss auf die 
Enzymaktivität. Offenbar hat der Austausch nur geringe strukturellen Konsequenzen für den 
dreidimensionalen Aufbau des aktiven Zentrums, was durch den Austausch kaum beeinflusst wird und 
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Der Austausch von Cys256 zu Alanin sorgte für eine Verringerung der spezifischen Aktivität um 38%. 
Cys256 befindet sich in der Cofaktor-Bindetasche und interagiert mit dem Adenin-Rest des Cofaktors 
durch die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen. Der Austausch von Cys256 zu Alanin hat eine 
verringerte Interaktion der RjFDH mit dem Cofaktor zur Folge. Daher ist dieser Rest offenbar trotz 
seiner Entfernung zum aktiven Zentrum für die korrekte Positionierung des Cofaktors im katalytischen 
Schritt verantwortlich. Die Hypothese der Beeinflussung der Cofaktorbindung durch diesen Rest wird 
auch durch Berichte aus der Literatur unterstützt. Austäusche von Cys255 zu Methionin in der FDH aus 
Pseudomonas sp. 101 (entspricht Cys256 der RjFDH) resultierten ebenfalls in einer Zunahme des Km-
Werts für NAD+ und Abnahme der Aktivität. Weiterhin stieg auch der Km-Wert von Formiat an (TISHKOV 
ET AL., 1993). 
Wenn das Strukturanalogon Serin Cystein ersetzte, verringerte sich die Aktivität verglichen mit dem 
Alanin-Austausch drastisch. Warum die Aktivität durch die Substitution mit einem Strukturanalogon so 
stark abnahm, kann anhand bioinformatischer Untersuchungen nicht erklärt werden, da weder die 
Seitenketten von Cystein noch Serin Interaktionen mit anderen Aminosäuren auszubilden scheinen. 
Jedoch zeigte die Bestimmung der Km-Werte der Mutanten eine verringerte Affinität sowohl zu dem 
Cofaktor als auch dem Substrat im Vergleich mit dem Wildtyp (Tabelle 3-12). 
TABELLE 3-12: KINETISCHE PARAMETER DER MIT SERIN SUBSTITUIERTEN CYSTEIN-MUTANTEN DER RJFDH. 
Enzymvariante Vmax (U mg-1) Km NAD+ (mmol L-1) Km HCOOH (mmol L-1) 
Wildtyp 19,9 ± 2,1 0,10 ± 0,05 7,5 ± 3,6 
Cys289Ser 4,2 ± 0,5  0,24 ± 0,21 13,5 ± 5,8 
Cys355Ser 5,4 ± 0,3 0,19 ± 0,14 9,6 ± 2,1 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Substitution von Cystein-Resten in allen Fällen bei der 
RjFDH zu einer Verringerung der Enzymaktivität führte. Jedoch zeigten Berichte aus der Literatur, dass 
bei anderen FDH-Varianten durch derartige Austäusche auch Aktivitätssteigerungen erzielt werden 
konnten. Dies zeigte erneut die teils deutlich unterschiedlichen Effekte von Einzelmutationen bei NAD-
abhängigen FDH. So führten die zusätzlichen Austäusche von Cys145Ser und Cys255Val in einer 
Mutante der FDH aus M. vaccae zu einer deutlichen Aktivitätssteigerung mit NADP+ als Cofaktor 
(HOELSCH ET AL., 2013). Offenbar zeigten die Cysteinaustäusche in Kombination mit den für die Änderung 
der Cofaktorspezifität eingeführten Mutationen einen synergistischen Effekt. Weiterhin führte auch 
die Einführung von Disulfidbrücken durch zusätzliche Cysteine im N-terminalen Teil der CbFDH zu einer 
leichten Aktivitätssteigerung (ZHENG ET AL., 2017). Die molekularen Ursachen dieser Effekte konnten 
jedoch nicht eindeutig bestimmt werden.  
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FAZIT 
Die Ergebnisse der Mutageneseexperimente liefern Erkenntnisse über die Bedeutung von 
Cysteinresten für die strukturelle Stabilität und Aktivität der RjFDH. Verglichen mit der CbFDH besitzt 
die RjFDH fünf zusätzliche Cysteinreste. Diese vermitteln offenbar zum Großteil stabilisierende 
Wechselwirkungen und sind für die Operationsstabilität, Thermostabilität sowie Aufrechterhaltung 
der Enzymaktivität der RjFDH wichtig. In besonderem Maße spielen die Reste Cys146, Cys183 und 
Cys249 eine bedeutende Rolle für die Stabilität des Enzyms. Der Austausch dieser Aminosäuren durch 
Alanin sorgte für eine teils drastische Verringerung der Thermostabilität. Dies zeigt, dass die 
intramolekularen Wechselwirkungen der Cysteine an diesen Positionen von Bedeutung für die 
Aufrechterhaltung der funktionellen Konformation bei erhöhten Temperaturen sind. Die Ergebnisse 
stehen im Einklang mit den Angaben aus der Literatur – auch für die Enzymvarianten PseFDH, CbFDH 
und MvFDH wurde eine Verringerung der Thermostabilität durch Austausch von Cysteinresten 
berichtet (SLUSARCZYK ET AL., 2000; TISHKOV UND POPOV, 2004).  
Dennoch scheinen sind nicht alle Cysteine gleichermaßen an einer Ausbildung der Thermostabilität 
beteiligt zu sein. Austäusche der Cysteinreste an Position 256, 289 und 355 beeinflussten die 
Thermostabilität beispielsweise nicht. Hervorzuheben ist das gegenüber anderen FDH-Varianten 
unterschiedliche Verhalten der RjFDH an den Position 256 und 355. So führten Cystein-Austäusche an 
den Positionen 256 und 354 (entspricht 256 und 355 der RjFDH) zu einer Verringerung der 
Thermostabilität in Pseudomonas sp. 101 (TISHKOV UND POPOV, 2004). Dies deutet auf ein unterschied-
liches Netzwerk intramolekularer Wechselwirkungen beider Enzyme hin, da die PseFDH durch die 
Substitution von Cystein in dieser Region offenbar stärker in ihrer Stabilität beeinflusst wird als die 
RjFDH. Die RjFDH scheint in der Lage, diesen Wegfall zu kompensieren. Gleiches gilt für den Austausch 
an Position 289. Eine thermostabilere Variante der RjFDH konnte durch einen Austausch der 
Cysteinreste nicht erzielt werden, was deren wichtige Rolle bezüglich Enzymstabilität unterstreicht.  
Neben der Ausbildung von thermischer Stabilität sind die Cysteinreste ebenfalls in der Vermittlung von 
Stabilität der RjFDH gegenüber Kupferionen involviert. Ein Austausch von oxidationsempfindlichen 
Cystein-Resten trug lediglich an einer Position zu einer verbesserten Stabilität in Anwesenheit von 1 
mmol L-1 Kupfer bei. Ein Austausch der Reste an Position 146, 183 und 249 führte zu einer stärkeren 
Sensitivität gegenüber Kupfer. Obwohl die Alanine an diesen Positionen nicht oxidiert werden können, 
hat offenbar der Wegfall der Cystein-Interaktionen (Wasserstoffbrückenbindungen) einen größeren 
negativen Einfluss als die durch Kupfer katalysierte Oxidation der Thiolgruppen durch Luftsauerstoff. 
Da mit den genannten Austäuschen gleichermaßen eine deutlich verringerte Thermostabilität 
einhergeht, scheint die Gesamtstabilität des Proteins durch diese Austäusche deutlich verringert zu 
sein, wodurch sich der adverse Effekt durch die Zugabe von Kupferionen deutlich erhöht.  
ERGEBNISSE UND DISKUSSION  140 
Einzig Cys256Ala zeigte einen positiven Effekt. Es wurde gezeigt, dass diese Position offenbar zu großen 
Teilen für die Deaktivierung des Enzyms durch die kupferkatalysierte Oxidation mittels Luftsauerstoff 
verantwortlich ist. Der entsprechende Cysteinrest sitzt an Öffnung der Cofaktorbindetasche und 
interagiert mit dem Cofaktor NAD+ mittels der Ausbildung von Wasserstoffbrücken. Offenbar hat eine 
Oxidation von Cys256 negative Auswirkungen auf die Cofaktorbindung oder induziert strukturelle 
Veränderungen im Bereich des Substratkanals, welche die enzymatische Aktivität stark negativ 
beeinflussen. Ein Austausch zu Alanin führte zu einer deutlichen Steigerung der Enzymstabilität in 
Anwesenheit von 1 mmol L-1 Kupferionen. An dieser Position zeigt die RjFDH ein identisches Verhalten 
zu der Enzymvariante aus Pseudomonas sp. 101, bei welcher durch einen Austausch von Cys256 zu 
Serin oder Methionin eine verbesserte Resistenz gegenüber oxidierenden Agenzien beobachtete 
werden konnte (TISHKOV ET AL., 1993; TISHKOV UND POPOV, 2004). Weiterhin zeigt auch die FDH aus 
Thiobacillus KNK65MA, welche an Position 256 Valin statt Cystein aufweist, eine verbesserte Resistenz 
gegenüber oxidierenden Agenzien. Dieses Verhalten wurde ebenfalls mit dem fehlenden Cystein-Rest 
an dieser Position begründet (NANBA ET AL., 2003b).  
Somit konnte ein Ziel der Experimente erreicht werden und mit Cys256Ala eine kupferresilientere 
Enzymvariante gefunden werden. Dieses Enzym könnte als operationsstabiliserte Variante interessant 
für biotechnologische Anwendung sein, beispielsweise für die Co-Kultivierung mit metallabhängigen 
ADH.   
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Molekulare Determinanten der Enzymaktivität von FDH sind bislang nur wenige bekannt. Dem  
C-terminale Bereich von NAD-abhängigen FDH wird jedoch eine wichtige Rolle für die Funktionalität 
des Enzyms zugeschrieben. So spielt er offenbar für den Übergang von offener zu geschlossener 
Enzymkonformation in der FDH aus Moraxella sp. C-1 eine wichtige Rolle (SHABALIN ET AL., 2009). 
Weiterhin wurde für die FDH aus Thiobacillus sp. KNK65MA eine aktivitätssteigernde Rolle bei der 
Reduktion von CO2 zu Formiat durch einen elongierten C-terminalen Bereich vermutet (CHOE ET AL., 
2015). Jedoch wurden bislang keine detaillierten Experimente durchgeführt, um den tatsächlichen 
Einfluss dieses Bereichs auf die Aktivität NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen zu untersuchen. Im 
Zuge dieser Arbeit sollte daher der Einfluss der Länge des C-Terminus auf Enzymaktivität und 
Substratbindung experimentell überprüft werden. Hierzu wurden Enzymvarianten der RjFDH geplant, 
welche C-terminal um 5, 15, 25 und 35 Aminosäuren verkürzt vorliegen sollten. Um einen Einfluss 
zusätzlicher Aminosäuren durch Affinitätstags auszuschließen, wurde das Proteinreinigungssystem 
gewechselt. Statt einer Immobilisierte-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) mit  
C-terminalen Polyhistidin-Tag fand eine chitinbasierte Affinitätschromatographie statt. Mittels 
induzierbarer Autoproteolyse des Intein-Rests (GyrA) der gebildeten Fusionsproteine fand eine Elution 
der Zielproteine ohne zusätzliche Affinitätstags statt (siehe Anhang, Abbildung A-9). 
BEEINFLUSSUNG DER ENZYMAKTIVITÄT  
Der Wechsel der Reinigungsprozedur führte zu einer deutlich verringerten maximalen spezifischen 
Aktivität des Wildtyps der RjFDH von 19,9 zu 9,7 U mg-1. Dies ist unter anderem auf den Einsatz von 
DTT als Elutionsmittel zurückzuführen. In Vorversuchen durchgeführte Experimente mit via IMAC 
gereinigter RjFDH unter Inkubationsbedingungen (50 mmol L-1 DTT, 24 Stunden, Raumtemperatur) 
zeigten rund 20 % Aktivitätsverlust relativ zu einer Positivkontrolle ohne Zusatz von DTT bei ansonsten 
identischen Inkubationsbedingungen. Weiterhin könnte die Produktion der RjFDH als Fusionsprotein 
zu Aktivitätsverlusten beitragen, da Veränderungen in der Faltung der RjFDH durch die Fusion an das 
für die Reinigung benötigte GyrA-Intein und die chitinbindende Domäne auftreten könnten. Für eine 
übersichtlichere Darstellung der Veränderung der spezifischen Aktivitäten durch Verkürzungen des C-
Terminus wurde diese als relative Aktivität zum Wildtyp in Abbildung 3-42 aufgetragen. Den geringsten 
Einfluss auf die Enzymaktivität hatte die um 15 Aminosäuren verkürzte Variante (Rj-15). Diese Mutante 
wies mit 9,5 U mg-1 eine nahezu unveränderte Restaktivität von 98 % verglichen zum Wildtyp auf. Die 
um lediglich 5 Aminosäuren verkürzte Variante (Rj-5) hingegen wies mit 7,8 U mg-1 eine Restaktivität 
von 80 % auf. Wurde der C-Terminus jedoch um 25 Aminosäuren verkürzt (Rj-25), verringerte sich die 
Aktivität auf 2,2 U mg-1, was einer Restaktivität von 23 % entspricht. Eine Verkürzung um 35 
Aminosäuren (Rj-35) hatte einen vollständigen Aktivitätsverlust zur Folge. 
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ABBILDUNG 3-42: EINFLUSS DER C-TERMINALEN REGION DER RJFDH AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT DER OXIDATIONSREAKTION. 
DARGESTELLT IST DIE MAXIMALE SPEZIFISCHE AKTIVITÄT DER VARIANTEN RELATIV ZUM WILDTYP. 100 % RELATIVER AKTIVITÄT 
ENTSPRECHEN EINER SPEZIFISCHEN ENZYMAKTIVITÄT VON 9,7 U MG-1.  
 
Betrachtet man die Km-Werte für NAD+ und KCOOH, so lagen diese für die Rj-5 auf dem Niveau der 
unverkürzten Variante (Tabelle 3-13). Die weitere Verkürzung hin zu Rj-15 sorgte nicht nur für eine 
nahezu vollständige Wiederherstellung der Enzymaktivität, sondern auch für ein Absinken des Km-
Werts für NAD+ um fast 50 % von 0,07 auf 0,036 mmol L-1.  Die Affinität zu HCOOH blieb hingegen auf 
Wildtypniveau. Die Variante Rj-25 zeigte hingegen nicht nur eine deutlich verringerte maximale 
spezifische Aktivität, sondern auch deutlich erhöhte Km-Werte für NAD+ und HCOOH. Eine Verkürzung 
in diesem Bereich scheint also sowohl einen großen Einfluss auf den katalytischen Schritt als auch auf 
die Bindung von Cofaktor und Substrat auszuüben.  
TABELLE 3-13: VERÄNDERUNG DER KINETISCHEN PARAMETER DURCH EINE C-TERMINALE VERKÜRZUNG DER RJFDH.  
Enzymvariante Vmax (U mg-1) Km - NAD+ (mmol L-1) Km - KCOOH (mmol L-1) 
Wildtyp 9,7 ± 0,8 0,07 ± 0,01 6,8 ± 2,5 
-5 7,8 ± 0,5 0,12 ± 0,01 8,2 ± 1,9 
-15 9,5 ± 0,4 0,036 ± 0,07 9,4 ± 1,6 
-25 2,2 ± 0,6 0,45 ± 0,36 42,6 ± 3,4 
 
Der unverkürzte Wildtyp wies mit rund 10 U mg-1 die höchsten spezifischen Aktivitäten auf, was auf 
eine optimale Ausrichtung der Aminosäuren des aktiven Zentrums für die Katalyse schließen lässt. Eine 
Untersuchung des Homologiemodells der RjFDH zeigt, dass der C-Terminus die strukturbildenden 
Aminosäuren des aktiven Zentrums umschließt und somit möglicherweise indirekt Einfluss auf deren 
räumliche Anordnung hat (siehe Abbildung 3-43). Jedoch scheinen bestimmte Abschnitte des  
C-Terminus wichtiger für die Aufrechterhaltung der Enzymaktivität zu sein als andere. Im Folgenden 
soll versucht werden, die strukturellen Zusammenhänge anhand von in silico-Untersuchungen zu 
klären.  
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ABBILDUNG 3-43: LOKALISIERUNG DES C-TERMINUS DES RJFDH-WILDTYPS (DUNKELGRAU). DIE DAS AKTIVE ZENTRUM 
AUFBAUENDEN AMINOSÄUREN SIND IN BLAU DARGESTELLT.   
 
POTENTIELLE STRUKTURELLE VERÄNDERUNGEN AM C-TERMINUS 
VERKÜRZUNG UM 5 AMINOSÄUREN 
Die getroffenen Annahmen basieren auf Homologiemodellen, welche für die jeweils verkürzten 
Enzymvarianten erstellt wurden. Rund 20 % verringerte Enzymaktivität tritt durch die Verkürzung um 
5 Aminosäuren auf. Mit dieser geht auch eine Verkürzung der terminalen Helix α20 (Ser391-Lys396) 
einher, welche dennoch weiterhin als Sekundärstruktur im Enzym präsent zu sein scheint. Diese Helix 
befindet sich in unmittelbarer räumlicher Nähe zum aktiven Zentrum des Enzyms. Beispielsweise 
beträgt der Abstand zwischen Ala394 und der katalytisch bedeutsamen Aminosäure Gln314 im aktiven 
Zentrum lediglich 4 Å. Somit überdecken Teile des C-terminalen Endes Bereiche des aktiven Zentrums 
der RjFDH.  
Demnach könnte gemutmaßt werden, dass die Lokalisierung der Helix α20 indirekte Auswirkungen auf 
die Geometrie des aktiven Zentrums haben könnte. Anhand des Homologiemodells konnten jedoch 
nur bedingt Vermutungen bezüglich einer veränderten Positionierung der terminalen Helix angestellt 
werden, da die Positionierung der Sekundärstruktur prinzipiell den gleichen Wechselwirkungen wie 
beim Wildtyp unterliegt. Im Zuge der in silico-Analyse konnten keine intramolekularen 
Wechselwirkungen der deletierten Aminosäuren 395 bis 400 mit anderen Bereichen des Enzyms 
festgestellt werden. Denkbar wäre hingegen, dass es durch die Verkürzung zu einem 
Flexibilitätsgewinn im Bereich der Aminosäuren Pro317-Lys318-Asp319 im darunterliegenden Bereich 
des aktiven Zentrums kommen könnte, was wiederum dessen räumliche Struktur in Bezug auf 
Enzymaktivität negativ beeinflussen könnte. Weiterhin denkbar wäre ein Einfluss elektrostatischer 
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ABBILDUNG 3-44: STERISCHE VERÄNDERUNGEN DER RJFDH (RJ-5) DURCH DIE DELETION VON FÜNF TERMINALEN AMINOSÄUREN. 
DIE DELETIERTEN BEREICHE SIND ALS GRAUES NETZ, DER KATALYTISCH BEDEUTSAME TEIL DES BEREICHS UM GLN314 / LYS318 IST IN 
DUNKLEREM BLAU DARGESTELLT. 
 
Im äußersten C-terminalen Bereich ist für die unverkürzte RjFDH eine Häufung von Aminosäuren mit 
sehr großen Seitenketten zu beobachten (Lys396-Phe397-Lys398-Lys399). Die Seitengruppen der 
Aminosäuren haben einen starken sterischen Einfluss und bei physiologischem pH weist dieser Bereich 
eine Häufung positiver Ladungen auf (Abbildung 3-44, graues Netz). Dies könnte möglicherweise im 
Inneren des Enzyms liegende, flexible Bereiche um den Rest Lys318 beeinflussen. Dieser flexible 
Bereich, an dessen Ende die für die katalytische Funktion essenzielle Aminosäure His333 sitzt, könnte  
durch elektrostatische Abstoßung aufgrund der Häufung positiver Ladungen in einer für die Katalyse 
optimalen Position gehalten werden. Der Wegfall der terminalen Aminosäuren könnte somit zu einer 
Repositionierung des Loops führen und somit die Geometrie des aktiven Zentrums verändern. Eine für 
die Katalyse ungünstigere Positionierung von His333 könnte den Aktivitätsverlust der Rj-5 erklären, 
obwohl die Affinitäten des Enzyms zu Cofaktor und Substrat nahezu unverändert blieben. 
Diese Hypothese wird auch durch Berichte aus der Literatur unterstützt. Strukturelle Untersuchungen 
an Isocitrat-Dehydrogenasen zeigten, dass bereits geringe Abweichungen in der optimalen 
Ausrichtung von Aminosäuren, welche das aktive Zentrum der Enzyme bilden, zu deutlich verringerten 
Enzymaktivitäten führen (MESECAR ET AL., 1997; CAMPBELL ET AL., 2013). So spielt die optimale 
Ausrichtung von Atomorbitalen der Reaktanden im aktiven Zentrum eine entscheidende Rolle, welche 
durch strukturelle Mutationen und die damit einhergehende Veränderung der Cofaktor-Position im 
aktiven Zentrum gestört werden kann (MESECAR ET AL., 1997). Eine ungünstige Positionierung des 
Cofaktors könnte somit auch zu einem verschlechterten Hydridtransfer führen, was wiederum die 
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VERKÜRZUNG UM 15 AMINOSÄUREN 
Die überraschendste Erkenntnis nach der Bestimmung der kinetischen Parameter ist die Tatsache, dass 
der Aktivitätsverlust der um fünf Aminosäuren verkürzten Variante (Rj-5) durch eine Trunkation von 
insgesamt 15 Aminosäuren kompensiert wurde. Diese Trunkation geht mit der vollständigen Deletion 
der terminalen α-Helix 20 und eines vier Aminosäuren umfassenden Loop-Bereichs N-terminal vor 
dieser einher. Die in Rj-15 C-terminal vorliegende Aminosäure Gly385 bildet mit Gln131 nach in silico-
Berechnungen zudem die letzte Wasserstoffbrücke zwischen dem C-Terminus Entsprechend bilden die 
restlichen 15 Aminosäuren des C-Terminus im Wildtyp keine Wasserstoffbrücken mit dem 
Enzyminneren aus. Die Deletion der 15 Aminosäuren legt die zuvor verdeckte Loop-Region um Gln314 
vollständig frei, sodass diese sich nunmehr an der Enzymoberfläche befindet und somit deutlich mehr 
Flexibilität erhält. Dies führt möglicherweise zu einer Repositionierung der katalytisch bedeutsamen 
Aminosäuren in diesem Bereich und schlussendlich zur Wiederherstellung von Enzymaktivität. Aus den 
Daten ergibt sich somit die Hypothese, dass die terminalen 15 Aminosäuren der RjFDH insgesamt 
betrachtet keinen starken Einfluss auf die Gesamtaktivität des Enzyms haben.  
VERKÜRZUNG UM 25 AMINOSÄUREN 
Eine Verkürzung der RjFDH um 25 Aminosäuren (Rj-25) zeigte sowohl deutlich geringere spezifische 
Aktivitäten als auch Affinitäten gegenüber Cofaktor und Substrat. Die durch die Verkürzung deletierte 
α-Helix 19 (Gly376 bis Ser381) ist im Wildtyp direkt an der Bildung der Cofaktorbindetasche beteiligt. 
Der Verlust dieser α-Helix hat drastische strukturelle Veränderungen zur Folge (Abbildung 3-45).  
 
ABBILDUNG 3-45: STERISCHE VERÄNDERUNGEN IM BEREICH DER COFAKTOR-BINDETASCHE DURCH DIE DELETION VON 25 
AMINOSÄUREN AM C-TERMINUS DER RJFDH. DAS GRAUE NETZ STELLT DEN DELETIERTEN BEREICH (25 AMINOSÄUREN) DAR, DIE 
BLAUEN PFEILE MARKIEREN DIE BEIDEN ÖFFNUNGEN DES SUBSTRATKANALS.  
His224 
Arg223 
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Die sterischen Veränderungen sorgen für eine massive Vergrößerung der Cofaktor-Bindetasche, 
Wechselwirkungen wie beispielsweise die Kationen-π-Interaktionen zwischen His380 und Arg223 
fallen weg. Berichte aus der Literatur legen eine wichtige Rolle von His380 und Tyr382 (RjFDH: gleiche 
Positionen) für die Cofaktor-Bindung nahe. So tragen diese Aminosäuren in der FDH aus Moraxella sp. 
C-1 über Wasserstoffbrücken mit im Enzym gebundenen Wassermolekülen zur Positionierung des 
Cofaktors bei (SHABALIN ET AL., 2009). Ein Wegfall dieser Interaktionen scheint auch zu der drastischen 
Erhöhung des Km-Werts für NAD+ beizutragen (siehe Tabelle 3-13).  
Die Rolle des C-Terminus beim Übergang von offener zu geschlossener Enzymkonformation konnte 
mangels konkreter Strukturmodelle nicht untersucht werden. Jedoch zeigten Studien an  
NAD-abhängigen Formiatdehydrogenasen mit hoher Sequenzidentität, dass die C-terminalen Reste 
von 374 bis 391 für diesen Übergang eine wichtige Rolle spielen, indem sie als zusätzlich 
strukturgebende Elemente wirken (LAMZIN ET AL., 1994, SHABALIN ET AL., 2009). Vergleichende Analysen 
von Kristallstrukturen der Apo- und Holo-Formen der FDH aus Moraxella sp. C-1 zeigten, dass dieser 
Bereich beim Übergang wichtige Interaktionen liefert. Die wichtigsten Interaktionen treten jedoch nur 
bis Aminosäure Tyr381 (entspricht Tyr382 der RjFDH) auf, welche direkt die Struktur der 
Cofaktorbindetasche beeinflusst. Da dies bei der RjFDH ebenfalls der Fall ist, kann man eine ähnliche 
Rolle bei der Konformationsänderung annehmen. Demnach scheint dieser Teil des C-Terminus von 
entscheidender Bedeutung für die Funktionalität des Enzyms zu sein, während die letzten 15 
Aminosäuren der RjFDH keine wichtige Rolle zu spielen scheinen. 
EINFLUSS DES C-TERMINUS AUF ENZYMSTABILITÄT UND REDUKTIONSAKTIVITÄT 
Die RjFDH bildet, wie beschrieben, im C-terminalen Bereich nur relativ wenige intramolekulare 
Wasserstoffbrücken aus. Dennoch sollte überprüft werden, ob ein Wegfall dieser zu veränderten 
Stabilitäten des Enzyms führt. Für keine der untersuchten Mutanten konnte ein negativer Einfluss auf 
die Thermostabilität des Enzyms beobachtet werden (Abbildung 3-46).  
 
ABBILDUNG 3-46: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER RJFDH-MUTANTEN (C-TERMINALE TRUNKATIONEN). JEWEILS  
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Alle Enzyme wiesen nach einer zwanzigminütigen Inkubation sogar eine geringfügig erhöhte 
Thermostabilität gegenüber dem Wildtyp zwischen 50 und 60 °C auf. Dies zeigt, dass die zuvor 
beschriebenen, in diesem Bereich ausgebildeten Interaktionen keine bedeutsame Rolle für die 
Enzymstabilität spielen.  
Weiterhin wurde der C-terminale Bereiche als potentiell wichtiges Kriterium für die Effizienz der für 
CO2-Reduktion durch NAD-abhängige FDH benannt (CHOE ET AL., 2014; CHOE ET AL., 2015). So wurden 
neben einer vergrößerten Öffnung eines der beiden Substratkanäle (Öffnung 2, siehe Punkt 3.2.4.) die 
mögliche Exklusion von Lösungsmittelmolekülen als mögliche Ursachen für Unterschiede angeführt. 
Die erhöhte reduktive Enzymaktivität des untersuchten Enzyms aus Thiobacillus sp. KNK65MA 
gegenüber dem Standardenzym aus C. boidinii wurde insbesondere in einer den Substratkanal 
bedeckende Helix α20 vermutet. Um den Einfluss des C-Terminus auf die Reduktion von CO2 durch 
RjFDH zu studieren, wurden sämtliche aktive verkürzte Varianten auf ihre reduktive Enzymaktivität 
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die reduktive Enzymaktivität der Variante Rj-5 um rund 10 % 
abnahm (Abbildung 3-47). Im Gegensatz zur Oxidationsreaktion trat keine Wiederherstellung der 
Enzymaktivität durch die weitere Verkürzung zu Rj-15 auf. Die Abnahme bei der um -25 Aminosäuren 
verkürzten Variante ist wiederum nahezu identisch mit dem Aktivitätsverlust für die 
Oxidationsreaktion (rund 20 % Restaktivität). Wie bereits unter Punkt 3.2.4. beschrieben, wurde im 
Homologiemodell der RjFDH keine Verdeckung der Substratkanal-Öffnung des Enzyms durch den C-
terminalen Bereich beobachtet. Demnach ist die Vermutung, dass die Erhöhung der Aktivität aufgrund 
einer Exklusion von Lösungsmittelmolekülen stattfindet, für die RjFDH nichtzutreffend. 
 
ABBILDUNG 3-47: EINFLUSS DER C-TERMINALEN REGION DER RJFDH AUF DIE KATALYTISCHE AKTIVITÄT FÜR DIE REDUKTIONS-
REAKTION (FIXIERUNG VON CO2).  
 
Jedoch scheint der C-Terminus im Bereich der Aminosäurepositionen 385 bis 395 die Reduktion von 
CO2 anders als die Oxidationsreaktion zu beeinflussen. Hier liegt die Vermutung nahe, dass der 
räumliche Aufbau des aktiven Zentrums für die Reduktion von CO2 leicht veränderte Voraussetzungen 
erfüllen muss als für die Oxidation von Formiat. Weiterhin wurde gezeigt, dass bereits geringe 
Veränderungen in der Positionierung von NADH in der Bindetasche von FDH durch veränderte 
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Positionen der Seitenketten im Bereich des aktiven Zentrums zu einer Erhöhung der 
Aktivierungsenergie von 10 kcal mol-1 führen können (CHOE ET AL., 2015). Da die Reaktion ohnehin 
aufgrund des Redoxpotentials des Cofaktors eine sehr ungünstige Thermodynamik aufweist, könnte 
spekuliert werden, dass bereits geringere strukturelle Veränderungen des C-Terminus, ausgelöst durch 
second shell-Effekte, zu Veränderungen der Reaktionskinetik führen. Für eine detaillierte 
Untersuchung der möglichen strukturellen Unterschiede ist jedoch eine Analyse von Homologie-
modellen nicht ausreichend.     
FAZIT 
Der Einfluss des C-Terminus auf die Enzymaktivität der RjFDH konnte mittels verkürzter 
Enzymvarianten erfolgreich untersucht werden und liefert wichtige Erkenntnisse über die strukturellen 
Determinanten der Enzymaktivität der RjFDH. Aus den Daten wird deutlich, dass die Gesamtaktivität 
des Enzyms nicht, wie bereits in Punkt 3.1.4. vermutet, von der reinen Kettenlänge abhängig ist. 
Entscheidend sind vor allem die Interaktionen des C-terminalen Bereichs im Bereich von Ala375 bis 
Gly385 mit den Aminosäuren des Substratkanals. Eine Verkürzung der RjFDH um fünf Aminosäuren 
ging jedoch zunächst mit einem Aktivitätsverlust von 20 % einher. Dieser Effekt könnte durch eine 
erhöhte Flexibilität von Loop-Regionen, welche das aktive Zentrum des Enzyms aufbauen, erklärt 
werden. Diese Verringerung der Aktivität wurde jedoch durch eine Verkürzung von insgesamt 15 
Aminosäuren aufgehoben, eine Deletion des Bereichs ab Gly385 hat somit kaum Auswirkung auf die 
Gesamtaktivität der RjFDH. Ausgehend von den in dieser Arbeit erhobenen Daten sind somit die 
terminalen 15 Aminosäuren nicht zwangsläufig für die Aufrechterhaltung der wildtypischen 
Enzymaktivität der RjFDH für die Oxidation von Formiat notwendig. Weiterhin findet durch die 
Deletion keine negative Beeinflussung der Cofaktorbindung statt. Dies deutet darauf hin, dass es zu 
keiner bindungsbeeinflussenden Interaktion dieses Bereichs mit der Cofaktor-Bindedomäne kommt 
und somit auch eine optimale Position des Cofaktors im aktiven Zentrum der RjFDH aufrechterhalten 
wird, was sich in der nahezu unveränderten Aktivität widerspiegelt. Weiterhin deutet die unveränderte 
Thermostabilität der um 15 Aminosäuren verkürzten Enzymvariante auf eine schwache Interaktion des 
C-Terminus mit anderen Aminosäuren des Monomers hin. 
Die Aminosäuren zwischen den Positionen 375 und 385 sind nach in silico-Analysen am Aufbau der 
Cofaktor-Bindetasche beteiligt und spielen vermutlich eine wichtige Rolle bei der Transition von einer 
offenen zu einer geschlossenen Enzymkonformation. Eine Deletion von 25 Aminosäuren führte zu 
einem starken Anstieg der Km-Werte von Substrat und Cofaktor sowie einem Aktivitätsverlust von  
80 %, verglichen mit dem Wildtyp. Diese Daten bestätigen die Hypothese, dass diese Region wichtige 
Interaktionen mit anderen Bereichen des RjFDH-Monomers eingeht und an der Ausbildung der 
Cofaktor-Bindetasche beteiligt ist. Jedoch trägt dieser Bereich nicht zur Stabilisierung des Enzyms bei 
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erhöhten Temperaturen bei. So konnte bei einer Temperatur von 60 °C für die Variante Rj-25 sogar eine 
leicht erhöhte Thermostabilität gegenüber dem Wildtyp beobachtet werden. Dies könnte auf eine 
kompaktere und rigidere Struktur des Enzyms durch die Verkürzung zurückzuführen sein, welche 
jedoch einen stark negativen Effekt auf die katalytische Funktion hat. Weitere Experimente mit der 
PseFDH, AaFDH oder MsFDH könnten Aufschluss darüber geben, ob diese gewonnenen Erkenntnisse 
auf andere FDH übertragbar sind.  
Die Daten legen die Vermutung nahe, dass die erhöhte Aktivität bestimmter FDH-Varianten eher mit 
der Konservierung bestimmter aktivitätsbestimmender Bereiche als mit der Kettenlänge des Enzyms 
per se zu tun hat. Jedoch ist bislang über derartige Einflussfaktoren nur wenig bekannt. Denkbar ist 
eine Beeinflussung der Aktivität durch Aminosäuren in zweiter Hülle um das aktive Zentrum (second 
shell), welche Cofaktor und Substrat in eine für die Katalyse günstigere Position zwingen. Nach 
Ergebnissen dieser Arbeit scheint jedoch die C-Terminale Region im Falle der RjFDH nicht in eine 
derartige Beeinflussung involviert zu sein - obwohl diese ebenfalls in einer zweiten Hülle wichtige 
Aminosäuren des aktiven Zentrums umschließt (Abbildung 3-43). 
Die Enzymaktivität für die Reduktion von CO2 verringerte sich durch eine Verkürzung von 5 und 15 
Aminosäuren ebenfalls um rund 10%, eine Wiederherstellung der ursprünglichen Aktivität bei Rj-15 
wurde hingegen nicht beobachtet. Demnach spielte der C-Terminus für die Reduktionsreaktion 
scheinbar eine weitaus größere Rolle als für die Oxidation, was in einer erhöhten Empfindlichkeit der 
Reaktionsabläufe durch die ungünstigen thermodynamischen Voraussetzungen begründet sein kann. 
Diese Unterschiede können anhand des starren Homologiemodells jedoch nicht erklärt werden. Die 
von Choe et al. (2014) geäußerte Hypothese der Erhöhung der Reduktionsaktivität durch eine  
C-terminale Verdeckung des Substratkanals wurde bereits in Punkt 3.2.4. für die RjFDH ausgeschlossen.  
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NAD-abhängige Formiatdehydrogenasen weisen bis auf wenige Ausnahmen eine strikte Cofaktor-
Spezifität auf (TISHKOV UND POPOV, 2006; FOGAL ET AL., 2015). Während bislang eine große Anzahl NAD-
abhängiger FDH beschrieben wurde, sind nur wenige NADP-abhängige FDH bekannt (TISHKOV UND 
POPOV, 2006). Diese weisen nur geringe katalytische Aktivitäten auf, was den Einsatz in Cofakor-
Regenerierungssystemen einschränkt. Da in der Industrie jedoch ein großer Bedarf an NADP-
regenerierenden Verfahren herrscht, zielten viele Experimente auf eine Umkehr der Cofaktor-
Spezifität bereits bekannter NAD-abhängiger Formiatdehydrogenasen, um so Varianten mit akzep-
tablen Umsatzraten zu erzeugen (GUL-KARAGULER ET AL., 2001; SEROV ET AL., 2002; ANDREADELI ET AL., 2008; 
WU ET AL., 2009; HOELSCH ET AL., 2013; ROBESCU ET AL., 2020). Bislang konnte jedoch noch keine Variante 
mit spezifischen Aktivitäten von deutlich über 5 U mg-1 erzeugt werden. Die RjFDH mit einer hohen 
spezifischen Ausgangsaktivität (vmax) von 20 U mg-1 mit NAD+ als Cofaktor stellt eine hervorragende 
Ausgangsposition für derartige Mutagenesen dar. Ziel der Experimente war somit die Erzeugung einer 
NADP-abhängigen RjFDH-Variante mit hoher spezifischer Aktivität sowie geeigneter Thermostabilität 
durch eine Umkehr der Cofaktor-Spezifität.   
Um dies zu erreichen, wurde zunächst eine Auswahl von potentiell Cofaktorspezifität-vermittelnden 
Aminosäuren getroffen. Diese wurden anschließend mittels Sättigungsmutagenese gegen alle 
kanonischen Aminosäuren ausgetauscht, die Mutanten in E. coli BL21(DE3) wurden produziert und der 
Rohextrakt auf Aktivität mit NADP+ als Cofaktor in einer Mikrotestplatte überprüft. Geeignete 
Mutanten wurden anschließend in weiteren Schritten gereinigt und charakterisiert.  
AUSWAHL DER AUSZUTAUSCHENDEN AMINOSÄUREN 
Die Vorauswahl der zu mutierenden Reste verlief in zwei Schritten. In einem ersten Schritt wurde das 
Homologiemodell der RjFDH einer bioinformatischen Untersuchung unterzogen und wurden sämtliche 
Aminosäurereste ausgewählt, welche in direkter Umgebung des C2-Atoms des Riboserests lagen. 
Hierbei handelte es sich um die Aminosäuren Asp222, Arg223, His224 und His380 (siehe auch 
Abbildung 3-13, Punkt 3.2.3.). Diese Aminosäuren besitzen großen Seitenketten und sorgen somit für 
die Bildung eines schmaleren Substratkanals, welcher evolutionär optimiert für NAD+ vorliegt. NAD+ 
besitzt im Gegensatz zu NADP+ keinen sperrigen Phosphatrest am C2-Atom der Adenosin-Ribose und 
kann daher optimal binden. Die rationale Planung von Aminosäureaustäuschen sollte somit räumliche 
Veränderungen des Substratkanals bewirken, welche sich positiv auf das Bindeverhalten von NADP+ 
auswirken. Um neben sterischen Faktoren auch den Effekt der Elektrostatik in die Mutagenese 
einfließen zu lassen, wurden an den ausgewählten Stellen mittels NNK-Mutagenese die wildtypischen 
durch alle kanonischen Aminosäuren ersetzt.  
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Für die weitere Identifikation potentiell für die Cofaktorspezifität bedeutsamer Reste wurde das 
Homologiemodell einer weiteren bioinformatischen Analyse mittels des Online-Tools CSR-SALAD 
unterzogen (CAHN ET AL., 2017). Dieses Programm nutzt eine heuristische Herangehensweise, bei 
welcher strukturelle Informationen des eingegebenen Enzyms sowie in Datenbanken hinterlegte 
Informationen zu bereits erfolgreich durchgeführten Mutagenesen ausgewertet werden. Nach 
erfolgter Berechnung werden Aminosäurepositionen für die Mutagenese vorgeschlagen, welche 
positive Effekte zeigen sollten. Für die Berechnung der relevanten Aminosäurepositionen wurde das 
Standard-Homologiemodell der RjFDH verwendet (siehe Punkt 3.2.1.) und CSR-SALAD bei Standard-
einstellungen ausgeführt. 
Deckungsgleich mit dem rationalen Ansatz wurden die Sättigungsmutagenese der Aminosäure-
positionen Asp222, Arg223, His224 für die Umkehrung der Cofaktorspezifität der RjFDH vorgeschlagen. 
Darüber hinaus schlug das Programm nach Priorität geordnete Aminosäureaustäusche zur Aktivitäts-
rückgewinnung vor. So sollten nach erfolgter Umkehr der Cofaktor-Spezifität die Reste His259, Glu261, 
Thr262 mit „mittlerer Priorität“ und den Rest His380 mit „niedriger Priorität“ einer NNK-Sättigungs-
mutagenese unterzogen werden, um ein Maximum an Enzymaktivität wiederherzustellen. Alle in 
dieser Arbeit mutierten Aminosäurepositionen sind in Abbildung 3-48 dargestellt. Sie befinden sich 
zum einen in unmittelbarer Nähe des Phosphatrests von NADP+ und zum anderen in der Nähe des 
Adenins des Cofaktors. Die mittels PCR erstellten Mutagenesebibliotheken wurden anschließend auf 
Aktivität mit NADP+ als Cofaktor überprüft.   
 
 
ABBILDUNG 3-48: FÜR DIE MUTAGENESE DER RJFDH ZUR ÄNDERUNG DER COFAKTORSPEZIFITÄT VORGESCHLAGENE RESIDUEN. 
TÜRKIS: NAD+, IN SCHWARZ IST DIE POSITION DES PHOSPHATRESTS DES COFAKTORMOLEKÜLS MARKIERT. IM ZUGE DES COFAKTOR-
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SÄTTIGUNGSMUTAGENESE AN AUSGEWÄHLTEN AMINOSÄUREPOSITIONEN 
Die Sättigungsmutagenese beschreibt eine Technik zur Erstellung von Mutationen in Proteinen, bei 
welcher eine ausgewählte Aminosäure gezielt gegen sämtliche kanonische Aminosäuren ausgetauscht 
wird und so pro Position eine Mutagenesebibliothek erstellt wird (WELLS ET AL., 1985). Für die Erstellung 
dieser Mutagenesebibliotheken wurden zunächst PCR-Reaktionen unter Standardbedingungen mit 
degenerierten Starter-Oligonukleotiden (NNK/MNN-Paar) durchgeführt. Bei diesem speziellen 
degenerierten Codonpaar wird der Einbau aller vier Nukleotide an den ersten beiden Positionen (N) 
erlaubt, während K lediglich für Guanin oder Thymin kodiert. Diese Degeneration erlaubt eine 
vollständige Abdeckung aller 20 kanonischen Aminosäuren bei einer gleichzeitigen Reduktion der dafür 
benötigten Codone von 64 auf 32. Geht man von einer theoretischen vollständigen Gleichverteilung 
aller Nukleotide im Einbau aus, müssen 94 Proben untersucht werden, um eine Abdeckung von 95% 
aller Aminosäuren zu gewährleisten (REETZ, 2011; REETZ, 2013). 
Grundlage für eine erfolgreiche Sättigungsmutagenese ist eine Mutagenesebibliothek mit einer 
ausreichenden Zahl an Mutanten. Daher wurden zur Überprüfung der Qualität der 
Mutagenesebibliotheken zufällig 10 Klone aus verschiedenen Bibliotheken ausgewählt und 
sequenziert. Während bei den meisten Bibliotheken lediglich 15% Wildtyp-Gene nachgewiesen 
werden konnten, zeigte sich bei einer anderen Bibliothek (Position Thr262) eine deutliche Häufung des 
Wildtyps bei 4 aus 10 ausgewählten Klonen. Aufgrund dieser Tatsache wurden an kritischen Stellen die 
doppelte Anzahl von Klonen auf Aktivität überprüft, um eine ausreichende Abdeckung zu 
gewährleisten. Ein Überschuss an wildtypischen Klonen kann verschiedene Ursachen haben. Die 
naheliegendste Erklärung stellt ein unzureichender Abbau methylierter Ausgangs-DNA durch die 
Restriktionsendonuklease DpnI dar. Obwohl die vom Herstellerprotokoll empfohlene 
Inkubationsdauer bei 37 °C deutlich überschritten wurde, wurde ein unzureichender Abbau trotz 
optimierter Bedingungen bereits häufiger in anderen Experimenten beobachtet. Eine weitere Ursache 
für eine Überrepräsentation des Wildtyps wurde in der bevorzugten Bindung des vollständig 
komplementären Codons der Starter-Oligonukleotide an die Ausgangs-DNA gegenüber nicht 
komplementären, mutagenen Codons beschrieben (AIRAKSINEN UND HOVI, 1998). 
AUSWAHL POTENTIELLER NADP+-ABHÄNGIGER FDH-MUTANTEN  
Zur Identifikation von NADP+-nutzenden RjFDH-Mutanten fand zunächst eine Kultivierung der 
Transformanden im 120 µL-Maßstab statt. Der erhaltene Rohextrakt wurde für photometrische 
Aktivitätstests bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 5 Minuten eingesetzt und die 
Mutagenesebibliothek auf Enzymaktivität mit NADP+ als Cofaktor durchmustert. Eine exemplarische 
Darstellung der Ergebnisse der Durchmusterung einer Mutagenesebibliothek (Aminosäureposition 
380) ist in Abbildung 3-49 dargestellt. 
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    Volumetrische Aktivität 
 
     
 
ABBILDUNG 3-49: AKTIVITÄT VON MUTANTEN IN EINER MIKROTITERPLATTE (NNK-MUTAGENESE AN POSITION HIS380). DIE MIT  
X GEKENNZEICHNETEN AKTIVSTEN KLONE DER BIBLIOTHEK WURDEN FÜR WEITERE EXPERIMENTE AUSGEWÄHLT. EINE POSITIVKONTROLLE 
(+) WURDE IM TRIPLIKAT IN DEN VERTIEFUNGEN H10-12 MITGEFÜHRT. 
 
Das Selektionskriterium stellte die volumetrische Aktivität dar, um Mutanten mit gleichermaßen guter 
Löslichkeit beziehungsweise gutem Expressionsverhalten bei gleichzeitig hoher spezifischer Aktivität 
zu selektieren. Durchschnittlich 3 bis 5 Klone pro Mikrotiterplatte zeigten eine erhöhte Aktivität mit 
NADP+ als Cofaktor. Anschließend wurden diese Klone in einer größeren Hauptkultur (50 mL) auf 
Enzymaktivität überprüft. Klone, welche reproduzierbar höhere Aktivitäten mit NADP+ als Cofaktor 
aufwiesen, wurden gereinigt und charakterisiert. Gegenüber dem Wildtyp aktivere Enzymvarianten 
wurden stets als Ausgangsposition für weitere Mutagenese-Experimente verwendet. Die 
Durchführung der Mutagenese erfolgte somit nach dem Vorbild der iterativen Sättigungsmutagenese 
(REETZ UND CARBALLEIRA, 2007).  
Zunächst wurden die Positionen Asp222, Arg223 und His224 untersucht, um eine Umkehr der 
Cofaktorspezifität zu erreichen. Anschließend wurden die Reste, welche durch CSR-SALAD als 
potentiell aktivitätssteigernd identifiziert wurden, ausgetauscht. Als Positivkontrolle fungierte zu 
Beginn der Mutagenese der Wildtyp der RjFDH, welcher lediglich 3 % Restaktivität gegenüber NADP+ 
aufwies. An Position 222 bewirkte die Substitution von Aspartat zu Serin (D222S) eine reproduzierbare 
und deutliche Steigerung der Aktivität gegenüber dem Wildtyp. Sättigungsmutagenesen an den 
Positionen Arg223 und His224 sowie die Erstellung einer Doppelmutante zeigten keine Verbesserung 
gegenüber dem Wildtyp für die Nutzung von NADP+ als Cofaktor. Die D222S-Mutante wurde 
anschließend als Matrix für eine weitere Mutageneserunde genutzt, in welcher die Austäusche an den 
Positionen Arg223 und His224 sowie His380 untersucht wurden. Eine weitere Steigerung der Aktivität 
mit NADP+ wurde für die Substitution von Histidin zu Arginin an Position 380 (H380R) beobachtet. 
Diese Doppelmutante wurde anschließend in einer dritten Mutageneserunde als Vorlage verwendet 
und eine Sättigungsmutagenese an den Positionen His259, Glu261, Thr262 und Ser381 durchgeführt. 








H x x x + + + 
- 0,75 U mL-1 
- 0,5 U mL-1 
- 0,25 U mL-1 
- 0,05 U mL-1 
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Austäusche an diesen Resten wurden durch CSR-SALAD vorgeschlagen, um eine mögliche Erhöhung 
der Enzymaktivität zu erzielen. Leichte Aktivitätssteigerungen konnten jedoch lediglich für den 
Austausch von Histidin zu Lysin an Position 259 (H259K) und Glutaminsäure zu Glycin an Position 261 
(E261G) beobachtet werden. Eine Sättigungsmutagenese an den Positionen 262 und 381 zeigte keine 
verbesserte Aktivität gegenüber der Doppelmutante D222S-H380R im 300 µL- bzw. 50 mL-Screening. 
Abschließend wurden die beiden erhaltenen Dreifachmutanten zur Vierfachmutante D222S-H259K-
E261G-H380R kombiniert. Der gesamte Ablauf der Mutagenese ist zusammenfassend in Abbildung 3-
50 dargestellt.  
 
 
ABBILDUNG 3-50: MUTAGENESE-SCHEMA ZUR VERÄNDERUNG DER COFAKTORSPEZIFITÄT DER RJFDH. ZUNÄCHST SOLLTEN 
AMINOSÄUREN IN UNMITTELBARER NÄHE DES NADP-PHOSPHATRESTS FÜR DIE UMWANDLUNG DER COFAKTOR-SPEZIFITÄT MUTIERT 
WERDEN ( ). ANSCHLIEßEND WURDEN MUTATIONEN NAHE DES NADP-ADENOSINRESTS ZUR AKTIVITÄTSSTEIGERUNG GEPLANT 
(GRAU). 
 
Öfters wurden im Zuge der Durchmusterung der Mutagenesebibliotheken auch Klone beobachtet, 
welche keinerlei Aktivität im 300 µL-Maßstab aufwiesen (siehe Abbildung 3-49). Für FDH ist bekannt, 
dass bereits Punktmutationen gravierenden Einfluss auf die Aktivität von FDH ausüben können 
(TISHKOV UND POPOV, 2006). Obwohl in diesem Experiment keine für die Reaktion der RjFDH essentiellen 
Reste mutiert wurden, könnten bestimmte Austäusche die Enzymaktivität und Proteinproduktion auf 
verschiedene Weisen beeinflussen. Für die RjFDH können mittels Punktmutationen ausgelöste, 
negative Effekte durch eine Beeinflussung der Geometrie des aktiven Zentrums nicht ausgeschlossen 
werden. Punktmutationen können sich weiterhin auf die Löslichkeit des Proteins auswirken, was zur 
Bildung von Einschlusskörperchen führen kann und sich schlussendlich in einer geringeren 
Gesamtaktivität niederschlägt (RAHMEN ET AL., 2015). Darüber hinaus sind negative Auswirkungen auf 
die Bindung von NAD+ bzw. NADP+ durch Änderungen in der Elektrostatik oder sterische 
Veränderungen am Substratkanal eine logische Folge von Mutationen im Bereich der Cofaktor-
Bindetasche. 
Wildtyp RjFDH
D222S D222S - H380R
D222S - H259K -
H380R
D222S - E261G -
H380R 
D222S - H259K -
E261G - H380R 
Arg223
His224
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KINETISCHE PARAMETER DER NADP+-MUTANTEN 
Nach der generellen Identifikation von RjFDH-Mutanten, welche NADP+ als Cofaktor nutzen können, 
wurden diese hinsichtlich ihrer kinetischen Parameter charakterisiert. Die experimentelle Erfassung 
der katalytischen Aktivitäten mit NADP+ und NAD+ erfolgte über einen Konzentrationsbereich von 0,01 
mmol L-1 bis 10 mmol L-1 Cofaktor mit gereinigtem Enzym. Die Berechnung der kinetischen Parameter 
erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Eine Zusammenfassung aller berechneten Werte ist der 
folgenden Tabelle 3-14 zu entnehmen.   
TABELLE 3-14: KINETISCHE PARAMETER DER FDH-MUTANTEN MIT VERÄNDERTER COFAKTORSPEZIFITÄT. DIE AKTIVSTE MUTANTE 
(D222S-H261G-H380R) IST GRAU UNTERLEGT DARGESTELLT.  








Wildtyp 19,9 ± 2,1 0,10 ± 0,05 0,92 ± 0,04 1,66 ± 0,20 
D222S n.b. n.b. 2,03 ± 0,02 0,16 ± 0,01 
D222S-H380R 5,86 ± 0,05 0,41 ± 0,07 3,66 ± 0,08 0,13 ± 0,01 
D222S-H380R-E261G 4,98 ± 0,04 0,82 ± 0,12 3,73 ± 0,05 0,154 ± 0,008 
D222S-H380R-H259K 1,94 ± 0,16 0,67 ± 0,09 1,75 ± 0,04 0,069 ± 0,004 
D222S-H380R-E261G-H259K 1,14 ± 0,08 3,8 ± 0,7 1,05 ± 0,01 0,096 ± 0,005 
 
Aus den Daten geht deutlich hervor, dass die Cofaktorspezifität der RjFDH erfolgreich umgekehrt 
wurde. Dies wird bei der Betrachtung der Michael-Menten-Konstante (Km) von NADP+ deutlich, welche 
die Affinität des Cofaktors zu dem Enzym ausdrückt. Für den Wildtyp liegt diese bei 1,66 mmol L-1. 
Durch die Substitution des Aspartat an Position 222 sank der Km-Wert für die Einzelmutante D222S um 
mehr als das zehnfache und betrug 0,16 mmol L-1, was in etwa dem Niveau von NAD+ für den Wildtyp 
entspricht. Gleichzeitig verdoppelte sich durch diese Einzelmutation die spezifische Aktivität für die 
Oxidation von Formiat von 0,92 U mg-1 auf 2,03 U mg-1. Die Doppelmutante D222S-H380R zeigte eine 
weitere deutliche Steigerung der Aktivität mit NADP+ auf 3,66 U mg-1, während die maximale 
spezifische Aktivität mit NAD+, verglichen mit dem Wildtyp, deutlich absank. Während der Km-Wert für 
NADP+ für die Doppelmutante nahezu unverändert blieb, war eine deutliche Erhöhung des Km für NAD+ 
gegenüber dem Wildtyp zu verzeichnen. 
Die Dreifachmutante D222S-H380R-E261G wies mit einer Oxidationsaktivität von 3,73 U mg-1 die 
höchste Enzymaktivität mit NADP+ auf. Bezüglich NAD+ war ein weiteres Absinken der maximalen 
spezifischen Aktivität sowie eine Erhöhung des Km-Werts für NAD+ auf 0,82 mmol L-1 zu verzeichnen, 
was einer achtfachen Erhöhung gegenüber dem Wildtyp entsprach.  
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TABELLE 3-15: VERGLEICH DER KINETISCHEN PARAMETER DER RJFDH-DREIFACHMUTANTE (D222S-H380R-E261G) MIT 
LITERATURWERTEN. SOWEIT NICHT WEITER ANGEGEBEN WURDEN DIE AKTIVITÄTEN BEI 22 °C ERMITTELT. 
Enzymvariante Vmax NAD+   
[U mg-1] 
Km NAD+  
[mmol L-1] 
Vmax NADP+  
[U mg-1] 





4,98 ± 0,04 0,82 ± 0,12 3,73 ± 0,05 0,15 ± 0,01 DIESE ARBEIT 
GmFDH 
(Wildtyp) 








1,3 - 0,36 - ROZZELL ET AL., 
2004 
PseFDH  
(T5M9-10, 30 °C) 
- - 2,5 0,29 TISHKOV UND 
POPOV, 2006 
 
Diese Daten unterstreichen die erfolgreiche Umkehr der Cofaktorspezifität hin zu NADP+. Die restlichen 
Mutationen führten hingegen zu einer schlechteren Aktivität mit beiden Cofaktoren, wenngleich die 
Mutante D222S-H380R-H259K den Km-Wert für beide Cofaktoren deutlich absenkte. In einem 
Vergleich mit anderen FDH-Mutanten oder NADP-abhängigen Formiatdehydrogenasen zählt die 
RjFDH-Mutante D222S-H380R-E261G zu den aktivsten bisher beschriebenen Varianten (siehe Tabelle 
3-15). Lediglich die FDH aus Granulicella mallensis mit Cofaktorspezifität für NAD+ und NADP+ scheint 
höhere Aktivitäten aufzuweisen (FOGAL ET AL., 2015). Leider ist eine abschließende Beurteilung nicht 
möglich, da in der Studie keinerlei Temperaturangaben zur der Durchführung von Aktivitätsassays 
gemacht wurden.  
Weiterhin zeichnet sich die RjFDH-Mutante durch deutlich günstigere Km-Werte sowohl für NADP+ als 
auch für NAD+ aus. Dies könnte insbesondere für eine Anwendung in der Cofaktor-Regenerierung von 
Kaskadenreaktionen mit NADP+- und NAD+-abhängigen Enzymen interessant sein. So würde die 
Nutzung einer bifunktionalen RjFDH die Cofaktor-Regenerierung von sowohl NADH als auch NADPH in 
Kaskadenreaktionen ermöglichen und könnte somit zur Vereinfachung von biokatalytischen 
Produktionsprozessen beitragen.   
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STRUKTURELLE DETERMINANTEN DER COFAKTORSPEZIFITÄT 
EINZELMUTATION D222S 
Die bioinformatische Untersuchung des Homologiemodells der D222S-Variante der RjFDH zeigt 
deutlich, dass dem Phosphatrest des NADP+ aufgrund der kleineren Seitengruppe von Serin gegenüber 
Aspartat deutlich mehr Platz für die Bindung zur Verfügung steht (siehe Abbildung 3-51, A). Die weniger 
starke sterische Behinderung des Phosphatrests in der Cofaktor-Bindetasche sorgt für eine deutlich 
effizientere Bindung, was sich in dem geringeren Km-Wert von NADP+ gegenüber dem Wildtyp 
widerspiegelt.   
Sowohl Asparaginsäure als auch Serin besitzen die Fähigkeit, Wasserstoffbrückenbindungen mittels 
ihrer Seitenketten auszubilden. Analysen am Homologiemodell der RjFDH zeigten, dass D222 mit der 
2‘-Hydroxylgruppe der Adenosin-Ribose des NAD+ eine Wasserstoffbrücke ausbildet. Diese Interaktion 
der Asparaginsäure mit dem Cofaktor wird als hauptursächlich für die strikte NAD+-Spezifität 
angesehen (LAMZIN ET AL., 1994; BERNARD ET AL., 1995; SCHIRWITZ ET AL., 2007). Untersuchungen an der 
Kristallstruktur einer D222S-Mutante aus G. mallensis zeigten jedoch, dass auch S222 mit dem  
5‘-Phosphat von NADP+ eine Wasserstoffbrücke ausbildet (ROBESCU ET AL., 2020). Darüber hinaus wurde 
durch die Substitution von Asparaginsäure zu Serin eine negative Ladung aus diesem Bereich entfernt 
und die lokale Hydrophobizität leicht erhöht. Diese Untersuchungen stützen die Hypothese, dass das 
Entfernen der negativen Ladung zu einer verringerten Abstoßung des Phosphatrests und somit zu einer 
günstigeren Elektrostatik des Bindungsbereichs führt. Kombiniert mit dem sterischen Effekt des 
Einbaus einer kleineren Aminosäure könnte dies somit maßgeblich für das Absinken des Km-Werts für 
NADP+ und eine Erhöhung der Enzymaktivität verantwortlich sein. 
Die Annahme, dass die negative Ladung an Position 222 der RjFDH eine entscheidende Rolle für die 
Cofaktor-Diskriminierung spielt, wird durch zahlreiche Berichte aus der Literatur gestützt. Auch für die 
NADP-abhängigen FDH aus Burkholderia stabilis wurde gezeigt, dass die Ladung an dieser Position eine 
entscheidende Rolle für die Bindung von NADP+ spielt (HATRONGJIT UND PACKDIBAMRUNG, 2010). Durch 
einen Austausch eines neutralen Glutamin-Rests durch die negativ geladene Glutaminsäure an Position 
223 (entspricht Position 222 der RjFDH) sank die Affinität gegenüber NADP+, während sie für NAD+ 
deutlich zunahm (HATRONGJIT UND PACKDIBAMRUNG, 2010). In einer aktuellen Studie wurde die 
Cofaktorspezifität der NAD-abhängigen FDH aus G. mallensis (GmFDH) umgekehrt (ROBESCU ET AL., 
2020). Hier wurde an Position 222 Asparaginsäure gegen Asparagin, Glutamin, Alanin und Serin 
ausgetauscht, wobei Serin – wie auch bei der RjFDH - die höchsten spezifischen Aktivitäten aufwies. 
Weiterhin wurde beschrieben, dass der Austausch von Asparaginsäure zu Glutamin an dieser Position 
für eine deutliche Steigerung der katalytischen Effizienz der FDH aus Candida methylica mit NADP+ als 
Cofaktor sorgte (GUL-KARAGULER ET AL., 2001). 






ABBILDUNG 3-51: MUTATIONEN UND INTERAKTIONEN IM BEREICH DER COFAKTOR-BINDETASCHE. A: STRUKTURELLE 
VERÄNDERUNGEN DURCH DIE SUBSTITUTION VON ASP222 (GRAUES NETZ) ZU SER222 (BLAU). B: POTENTIELLE INTERAKTIONEN 
ZWISCHEN HIS224, ARG223 UND NAD(P)+.  
 
Auch an dem Standardenzym aus C. boidinii wurden Mutagenesestudien zur Nutzung von NADP+ 
durchgeführt. Es zeigte sich, dass auch bei der CbFDH der Rest D195 (entspricht D222 in der RjFDH) 
eine entscheidende Rolle in der Cofaktordiskriminierung spielt (LABROU ET AL., 2000; LABROU UND RIGDEN, 
2001; ANDREADELI ET AL., 2008; WU ET AL., 2009). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die RjFDH 
sich bezüglich der Cofaktor-Spezifität an dieser Aminosäureposition typisch für FDH verhält.  
Darüber hinaus scheint diese Position neben FDH auch für andere viele NAD+-abhängige Enzyme von 
Bedeutung zu sein. Bereits frühe Mutationsstudien an D- und L-Lactatdehydrogenasen wiesen darauf 
hin, dass Asparaginsäure an dieser Stelle der Rossmann-Faltung für die Selektivität hin zu NAD+ eine 
entscheidende Rolle spielt (FEENEY ET AL., 1990; BERNARD ET AL., 1995). In FDH aus Hefen liegt 
Asparaginsäure stark konserviert 18 Aminosäuren entfernt vom terminalen Glycin des Rossmann-
Motivs G/AXGXXG vor (LABROU ET AL., 2000; GUL-KARAGULER ET AL., 2001; SEROV ET AL., 2002). In 
pflanzlichen und bakteriellen FDH beträgt die Entfernung 17 Aminosäuren (TISHKOV UND POPOV, 2004).  
ROLLE DER POSITIONEN 223 UND 224 
Eine Mutagenese der Reste Arg223 und His224 der RjFDH resultierte hingegen in keiner Verbesserung 
der Enzymaktivität mit NADP+, scheinbar vermitteln beide Aminosäuren für die Bindung des Cofaktors 
und Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivität wichtige Interaktionen. In beiden Fällen handelt es 
sich um bei physiologischem pH-Wert positiv geladene Aminosäuren, welche nach bioinformatischer 
Analyse des Homologiemodells keine Wasserstoffbrücken ausbilden und somit über eine gewisse 
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Bereich des negativ geladenen Phosphatrests des NADP+ könnte zu einer positiven Beeinflussung der 
Bindung beitragen. Darüber hinaus ist eine Interaktion zwischen Histidin und dem aromatischen Teil 
des Adenin-Rests des NADP+ denkbar, was zu einer verbesserten Bindung des Cofaktors führt. Dies 
kann beispielsweise über nichtkovalente π-π-Wechselwirkungen erfolgen, welche zwischen dem 
Imidazol-Rest des Histidins und aromatischen Seitenketten anderer Aminosäuren oder Cofaktoren 
beschrieben wurden (MCGAUGHEY ET AL., 1998; GRIMME, 2008; LIAO ET AL., 2013).  
Weiterhin könnte der aromatische Ring des Histidins mit der bei neutralem pH stark positiv geladenen 
Seitenkette des benachbarten Arginins (Arg224, Entfernung 5,8 Å) über Kationen-π-Interaktion in 
Wechselwirkung treten. Derartige Wechselwirkungen wurden für Proteine vielfach beschrieben 
(HUNTER ET AL., 2001; CROWLEY UND GOLOVIN, 2005; REDDY UND SASTRY, 2005). Diese Interaktion könnte zu 
einer räumlichen Veränderung im Bindungsbereich der Adenosin-Ribose des NADP+ führen und somit 
die Cofaktorbindung begünstigen. Berechnungen zufolge können diese Interaktionen in einem Bereich 
von 6 Å um den aromatischen Ring herum wirken (GALLIVAN UND DOUGHERTY, 1999). Die Stärke von 
Kationen-π-Interaktionen in polaren Lösungsmitteln wie Wasser ist deutlich über der vergleichbar 
schwach wirkender π-π-Wechselwirkungen einzuordnen (LIAO ET AL., 2013). Gleichermaßen wäre auch 
eine Kationen-π-Interaktion des aromatischen Rings des Adenosin-Rests des Cofaktors mit der positiv 
geladenen Seitenkette des Arginins (Arg223), welche einen Abstand von 3,5 Å aufweisen, denkbar. All 
diese beschriebenen Wechselwirkungen beziehen sich jedoch nicht ausschließlich auf NADP+, sondern 
könnten ebenso zu einer erhöhten Bindungseffizienz von NAD+ führen. 
Die Hypothese, dass Arginin an Position 223 eine wichtige Rolle für die enzymatische Aktivität von FDH 
spielt, wird auch durch Berichte aus der Literatur unterstützt. So fand bei Mutagenesestudien an der 
FDH aus G. mallensis ein Aminosäureaustausch an Position 223 zu Arginin statt (Q223R). Dieser 
resultierte in Kombination mit dem Serin-Austausch in einer Steigerung der spezifischen Aktivität auf 
3,2 U mg-1 (ROBESCU ET AL., 2020). Dies unterstreicht die Annahme, dass Kationen-π-Wechselwirkungen 
in diesem Bereich eine wichtige Rolle für Aktivität und Cofaktorbindung von NADP+ spielen. 
DOPPELMUTANTE D222S-H380R  
Alle weiteren in dieser Arbeit durchgeführten Mutationen befinden sich im Bereich der Adenin-
Untereinheit des Cofaktors. Für eine Vielzahl NAD(P)-abhängiger Enzyme zeigten Mutationen in 
diesem Bereich eine Erhöhung der katalytischen Eigenschaften (CAHN ET AL., 2016). Insbesondere die 
Substitution von Histidin zu Arginin an Position 380 in der Doppelmutante D222S-H380R zeigte für die 
RjFDH eine deutliche Steigerung der spezifischen Aktivität der RjFDH von 2,03 U mg-1 auf 3,66 U mg-1 
mit NADP+ als Cofaktor. Wie bereits beschrieben kann Histidin verschiedene Interaktionen innerhalb 
eines Proteins ausbilden und somit einen wichtigen Beitrag zu Enzymstabilität und Cofaktorbindung 
leisten. Der Austausch an Position 380 zu einem flexiblen und positiv geladenen Arginin-Rest könnte 
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zu Wechselwirkungen mit dem Histidin an Position 224 führen, was bereits im vorherigen Abschnitt 
besprochen wurde (Abbildung 3-52). Durch eine Kationen-π-Interaktion der beiden Aminosäuren 
könnte dies nach der Cofaktor-Bindung zu einer kompakteren Struktur des Holoenzyms und somit zu 
einer günstigeren Ausrichtung des Cofaktors im katalytischen Schritt führen. Zwar ist der im Modell 
berechnete Abstand zwischen Arg380 und His224 mit 6,9 Å größer als der publizierte Wirkungsradius 
dieser Interaktion, jedoch berücksichtigt das statische Homologiemodell die Flexibilität der Arginin-
Seitengruppe nicht. 
 
ABBILDUNG 3-52: POTENTIELLE KATIONEN-π- INTERAKTIONEN IM BEREICH DER COFAKTORBINDETASCHE VON ARG223 UND 
HIS380ARG MIT HIS224.    
 
Potentielle π-π-Wechselwirkungen, welche zwischen den aromatischen Ringen beider Histidin-Reste 
(His224 und His380) der D222S-Mutante auftreten können, sind deutlich schwächer ausgeprägt als 
Kationen-π-Interaktionen. Eine verminderte Flexibilität durch eine verstärkte Interaktion von His224 
mit Arg380 könnte zu der gesteigerten Aktivität der D222S-H380R-Mutante beitragen, was 
möglicherweise in einer optimierten Ausrichtung des Cofaktors im aktiven Zentrum begründet liegen 
könnte. Diese Untersuchungen bekräftigen wiederum die Wichtigkeit des wildtypischen Histidin-Rests 
an Position 224, welcher womöglich beidseitig Interaktionen mit Arg380 und Arg223 ausbildet und 
somit eine wichtige Rolle im Aufbau der Cofaktorbindetasche der RjFDH einzunehmen scheint.  
Weiterhin könnte eine polare, basische Aminosäure wie Arg380 Interaktionen mit dem negativ 
geladenen 2‘-Phosphat des NADP+-Moleküls ausbilden. Diese Hypothese wird durch Berichte aus der 
Literatur unterstützt, welche einen Austausch von Histidin an dieser Position ebenfalls als positiv 
aktivitätsbeeinflussend beschrieben. In einer kürzlich erschienenen Studie an der FDH aus 
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Aminosäure Lysin ausgetauscht (CALZADIAZ-RAMIREZ ET AL., 2020). Dieser Austausch wurde als essenziell 
für die Erhöhung des kcat mit NADP+ beschrieben. 
DREIFACHMUTANTE D222S-H380R-E261G  
Die höchste Aktivität mit NADP+ als Cofaktor erzielte die Mutante D222S-H380R-E261G (vmax = 3,77 U 
mg-1). Hier erfolgte ein Austausch der bei neutralem pH-Wert negativ geladenen Glutaminsäure gegen 
einen ungeladenen Glycinrest, welcher die kleinste Seitengruppe aller Aminosäuren aufweist 
(Abbildung 3-53). Dieser Austausch hat sowohl einen großen Einfluss auf die räumliche Struktur des 
Enzyms im Bereich der Cofaktorbindetasche als auch auf die Gesamtladung des Substratkanals. Dies 
wirkte sich in einem geringen Maße positiv auf die Aktivität mit NADP+ aus, während die Aktivität mit 
NAD+ weiter sank.  
 
 
ABBILDUNG 3-53: STRUKTURELLE VERÄNDERUNGEN IM BEREICH DER BINDETASCHE DURCH DIE AUSTÄUSCHE H259K UND E261G. 
DIE DURCH DIE MUTAGENESE WEGFALLENDEN WASSERSTOFFBRÜCKENBINDUNGEN SIND IN ROT GEKENNZEICHNET.    
 
Bemerkenswert ist der starke Einfluss der Mutation auf die Cofaktorspezifität. Während der Km-Wert 
von NADP+ sich kaum veränderte, stieg der Km-Wert von NAD+ gegenüber der Doppelmutante D222S-
H380R um 100 % an. Während die wildtypische Glutaminsäure an Position 261 Wasserstoffbrücken 
sowohl zum Cofaktor als auch zu Arginin223 ausbildet, ist dies für Glycin nicht der Fall. Der Wegfall 
dieser Interaktion des Enzyms mit dem Cofaktor könnte für diese deutliche Abnahme an 
Bindungsaffinität verantwortlich sein. Der Unterschied zwischen NAD(P)+ und NAD+ könnte für die FDH 
durch kompensierende elektrostatische Interaktionen zwischen der positiv geladenen Bindetasche um 
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DREIFACHMUTANTE D222S-H380R-H259K  
Die Dreifachmutante D222S-H380R-H259K zeigte eine Verringerung der maximalen spezifischen 
Aktivität verglichen mit D222S-H380R bei einem gleichzeitigen starken Absinken der Km-Werte für 
beide Cofaktoren. Die berechneten Km-Werte für NADP+ sind die bislang niedrigsten für NADP-
abhängige Formiatdehydrogenasen berichteten (TISHKOV UND POPOV, 2006). Lysin an Position 259 bildet 
eine zusätzliche Wasserstoffbrücke mit dem Proteinrückgrat an Position 382 aus. Lysin befindet sich 
jedoch in räumlicher Nähe zu dem ebenfalls bei neutralem pH-Wert positiv geladenen Arg223, was 
eine Abstoßung der beiden positiven Ladungen verursacht und eine möglicherweise negative 
Beeinflussung der Enzymstruktur in diesem Bereich zur Folge haben könnte.  
Darüber hinaus könnte ein Fehlen von Histidin an Position 259 zum Verlust von möglichen π-π-
Interkationen mit dem 4,2 Å entfernt liegenden Tyr382 führen, was eine weitere Beeinflussung der 
Struktur verursachen könnte. Trotz einer deutlichen Abnahme der Aktivität mit beiden Cofaktoren, 
zeigte die Mutante eine deutlich höhere Bindungsaffinität gegenüber NADP+. Der mit der Substitution 
von Histidin durch Lysin einhergehende Verlust einer Wasserstoffbrückenbindung zum Cofaktor hat 
offenbar keinen Einfluss auf die Bindungsaffinität. Möglicherweise wirkt sich die gegenüber dem 
Histidin bei neutralem pH-Wert positivere Ladung des Lysins generell positiv auf die Bindung von 
NAD(P)+ aus, da auch für NAD+ eine höhere Affinität bestimmt werden konnte. So könnte 
beispielsweise eine verbesserte Bindung des negativ geladenen Phosphatrückgrats von NAD(P) 
vermutet werden. Jedoch könnte der Effekt der zusätzlichen positiven Ladung die Bindung von NADP+ 
aufgrund der zusätzlichen negativen Ladung des Phosphatrests stärker bevorteilen als die Bindung von 
NAD+.  
Unabhängig vom eingesetzten Cofaktor nahm jedoch die spezifische Aktivität des Enzyms gegenüber 
der Doppelmutante D222S-H380R deutlich ab. Ursächlich dafür könnte eine mit den veränderten 
Bindungseigenschaften einhergehende Positionsveränderung des Coenzyms für die Katalyse sein. So 
spielt die optimale Ausrichtung von Atomorbitalen der Reaktanden im aktiven Zentrum eine 
entscheidende Rolle, welche durch strukturelle Mutationen und die damit einhergehende 
Veränderung der Cofaktor-Position im aktiven Zentrum gestört werden kann und somit schlussendlich 
zu verringerten Aktivitäten führen kann. Bereits geringe Abweichungen von einer optimalen 
Ausrichtung der Reaktanden können dies verursachen (MESECAR ET AL., 1997; CAMPBELL ET AL., 2013).  
VIERFACHMUTANTE D222S-H380R-H259G-E261G 
Eine Vierfachmutante (D222S-H380R-H259G-E261G) wurde erstellt, um die aktivitäts- und 
affinitätssteigernden Effekte beider Dreifachmutanten zu kombinieren. Es ergab sich jedoch eine 
Abnahme sowohl der spezifischen Aktivität als auch der Affinität der Cofaktoren zum Enzym. Dies ist 
offenbar auf eine Akkumulation der in den vorherigen Absätzen bereits beschriebenen Veränderungen 
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der Cofaktor-Bindetasche zurückzuführen, was insbesondere die Position des Cofaktors in einer für die 
Katalyse ungünstigen Weise beeinflusste. Bemerkenswert ist jedoch der enorm starke Anstieg des  
Km-Werts für NAD+ auf 3,3 mmol L-1, während dieser für NADP+ mit 0,1 mmol L-1 noch unter dem der 
Doppelmutante D222S-H380R lag. Die Kombination (Änderungen der Elektrostatik, veränderte 
Bindungsverhältnisse, sterische Veränderungen) aller Mutationen am Substratkanal schuf somit eine 
Enzymvariante, welche NAD+ doppelt so schlecht bindet wie der Wildtyp der RjFDH NADP+. 
RESTLICHE POSITIONEN 
Für die restlichen untersuchten Positionen (Thr262NNK und Ser381NNK) konnten keine Mutanten 
gefunden werden, welche die Aktivität mit NADP+ verbesserten. Für sämtliche Mutanten an Position 
262 konnten bei der Durchmusterung der Mutagenesebibliotheken gegenüber der Positivkontrolle nur 
sehr geringe Aktivitäten bestimmt werden. Threonin bildet an dieser Position viele 
Wasserstoffbrücken aus und stellt offenbar eine strukturell wichtige Aminosäure dar. Ein Austausch 
der Aminosäure an dieser Stelle könnte die räumliche Struktur der Bindetasche durch eine 
Neuausrichtung der Loopstruktur stark verändern und somit die Cofaktorbindung negativ 
beeinflussen, was sich wiederum in stark verringerter Aktivität niederschlägt.  
Serin an Position 381 bildet Wasserstoffbrücken mit dem Phosphatrückgrat des NAD+-Moleküls und ist 
möglicherweise sehr wichtig für die korrekte Positionierung des Cofaktors für die Katalyse. Darüber 
hinaus bildet Serin intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen mit den Resten Gly378 bzw. Ala 379 
aus und ist somit für die Bildung der α-Helix 19 am C-terminalen Ende der RjFDH verantwortlich. Diese 
stellt eine potentiell wichtige Determinante für den strukturellen Aufbau des Substratkanals dar. 
Mutationen an dieser Stelle führten offenbar stets zu einer negativen Beeinflussung der 
Enzymaktivität. 
THERMOSTABILITÄT DER NADP-MUTANTEN 
NADP-spezifische RjFDH-Varianten benötigen für eine potentielle industrielle Anwendung eine 
ausreichende Thermostabilität. Nach der Bestimmung der kinetischen Parameter der NADP-Mutanten 
der RjFDH erfolgte daher eine Überprüfung dieser. Die Bestimmung der Thermostabilität erfolgte 
erneut durch die Messung der Enzymaktivität nach einer zwanzigminütigen Inkubation bei 
unterschiedlichen Temperaturen. Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 3-54 dargestellt. 
Bis auf die Doppelmutante D222S-H380R zeigten alle Enzymvarianten eine Verringerung der 
thermischen Stabilität verglichen mit dem Wildtyp. Die Doppelmutante D222S-H380R stellte bis zu 
einer Temperatur von 60 °C die stabilste RjFDH-Variante dar und zeigte nach 20 Minuten bei dieser 
Temperatur noch 67 % Restaktivität, während der Wildtyp bei dieser Temperatur nur noch 47 % 
Restaktivität aufwies. 
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ABBILDUNG 3-54: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER NADP+-MUTANTEN (RJFDH). JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG WURDEN FÜR 20 
MINUTEN BEI UNTERSCHIEDLICHEN TEMPERATUREN INKUBIERT UND ANSCHLIEßEND AUF AKTIVITÄT GETESTET. 
 
Die molekulare Grundlage dieser erhöhten Thermostabilität könnte in den veränderten 
intramolekularen Bindungsverhältnissen der Doppelmutante gegenüber dem Wildtyp zu finden sein. 
So ist Ser222 in der Lage, eine zusätzliche Wasserstoffbrücke mit dem Rückgrat von Arg225 
auszubilden, was im Wildtyp nicht der Fall ist. Weiterhin könnte die bereits im vorherigen Kapitel 
besprochene potentielle Kationen-π-Interaktion von Arg380 und His224 zu einer erhöhten Stabilität 
beitragen. 
Durch das zusätzliche Einführen der Mutation H259K (D222S-H259K-H380R) sank die Thermostabilität 
des Enzyms ab einer Temperatur von 55 °C unter das Niveau des Wildtyp-Enzyms. Während sich bis zu 
dieser Temperatur das Enzym nahezu identisch wie der Wildtyp verhielt, trat ab 55 °C eine deutlich 
stärkere Inaktivierung (27 % Restaktivität) auf. Somit wirkt der Austausch von Histidin zu Lysin an 
Position 259 destabilisierend bei hohen Temperaturen. Histidin bildet eine Wasserstoffbrücke zu 
Glu261 und eine mögliche Kationen-π-Interaktion mit Arg223 aus, diese Interaktionen fallen durch den 
Austausch weg. Nach Analysen am Homologiemodell bildet Lysin an dieser Position eine zusätzliche 
Wasserstoffbrücke aus und geht neben einer Wasserstoffbrücke mit Glu261 auch eine Interaktion mit 
Ser381 ein. Die große Seitenkette des Lysins befindet sich jedoch in räumlicher Nähe des ebenfalls 
positiv geladenen Arginins an Position 223, was eine Abstoßungsreaktion und eventuelle negative 
strukturelle Beeinflussung hervorrufen könnte. So ist es beispielsweise denkbar, dass durch 
elektrostatische Abstoßung die Seitenkette des Lysins nicht in der Lage ist, beide theoretisch 
vorhergesagten Wasserstoffbrücken auszubilden, sodass eine weniger stabile Enzymvariante im 
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Durch das zusätzliche Einführen der Mutation E261G (D222S- E261G -H380R) sank die Thermostabilität 
des Enzyms weiter ab. So war bereits ab einer Temperatur von 20 °C eine stärkere Inaktivierung des 
Enzyms zu beobachten. Bei höheren Temperaturen war ein ähnliches Verhalten wie für den Wildtyp 
zu beobachten, jedoch mit stets rund 10 % geringerer Restaktivität. Grund hierfür könnte die fehlende 
Wasserstoffbrückenbindung sein, welche zwar von Glu261 zu Arg223, jedoch nicht von Glycin 
ausgebildet wird und somit zu einer geringfügig schlechteren Enzymstabilität führen könnte. 
Die Vierfachmutante D222S-H380R-E261G-H259K zeigte ab einer Temperatur von 40 °C die 
schlechteste Thermostabilität von allen Enzymen. Hier sorgte offenbar die Akkumulation der bereits 
beschriebenen Effekte für eine weitere Verschlechterung der Thermostabilität. Die Enzymvariante 
zeigte bereits bei 50 °C nur noch eine Restaktivität von 29 %, während die Doppelmutante noch 93 % 
aufwies. 
FAZIT 
Ähnlich wie bei anderen FDH erwies sich auch für die RjFDH der semirationale Ansatz einer gezielten 
Sättigungsmutagenese als sinnvolle Methode für die Veränderung der Cofaktor-Spezifität. Durch den 
Austausch von drei Aminosäuren im Bereich der Cofaktor-Bindetasche konnte eine erfolgreiche 
Umkehr der Cofaktorspezifität der RjFDH von NAD+ zu NADP+ erzielt werden. Mit einer maximalen 
spezifischen Aktivität von 3,73 U mg-1 stellt die RjFDH-Mutante D222S-H380R-E261G eine der 
schnellsten bislang beschriebenen NADP-abhängigen Formiatdehydrogenasen dar. Die Dreifach-
mutante weist eine höhere Aktivität als die bislang kommerziell erhältlichen Mutanten aus 
Pseudomonas sp. 101 (PseFDH-T5M9-10) und C. boidinii auf (SEROV, 2002; ROZZELL ET AL., 2004; TISHKOV 
UND POPOV, 2006). Bislang wurde lediglich für die FDH aus G. mallensis mit 5,5 U mg-1 eine höhere 
Aktivität bestimmt, wobei jedoch keine Angaben über die Temperaturbedingungen der Messung 
gemacht wurden (FOGAL ET AL., 2015). Der erfolgreiche Cofaktor-Switch könnte die Anwendung der 
RjFDH als Cofaktor-Regenerierungssystem für NADPH, beispielsweise für Baeyer-Villinger-
Monooxygenasen ermöglichen (TISHKOV UND POPOV, 2004).  
Weiterhin zeigt die Doppelmutante D222S-H380R eine doppelte Cofaktor-Spezifität für NAD+ und 
NADP+. Diese Enzymvariante wäre interessant für einen Einsatz als Cofaktor-Regenerierungssystem in 
Enzymkaskaden, bei welchen die Produktionsenzyme sowohl NADH als auch NADPH als Cofaktor 
verwenden. Somit könnte die RjFDH zur Regenerierung beider Cofaktoren eingesetzt werden und die 
Zusammensetzung von Enzymkaskaden deutlich vereinfachen. Weiterhin zeigen die Aminosäure-
austäusche im Falle der Dreifachmutante D222S-H380R-E261G lediglich eine geringe Beeinflussung der 
Thermostabilität, die Doppelmutante wies sogar eine deutliche Steigerung der Thermostabilität im 
Bereich von 40 bis 60 °C auf.  
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Die Nutzung von FDH für die Regenerierung von NADPH unterliegt aufgrund der niedrigen spezifischen 
Aktivität der bisher bekannten Enzymvarianten Einschränkungen. Da die Nutzung von FDH zur 
Cofaktor-Regenerierung jedoch viele Vorteile aufweist, wäre eine Anwendung dieser auch für NADPH 
wünschenswert. Verglichen mit der hohen spezifischen Aktivität der RjFDH von rund 20 U mg-1 mit 
NAD+ fällt auf, dass lediglich 18,7 % dieser mit NADP+ als Cofaktor erzielt wurden. Somit zeigt die RjFDH 
ein für Oxidoreduktasen häufig beobachtetes Verhalten, dass mit einer veränderten Cofaktor-
Spezifität eine verringerte spezifische Aktivität mit dem nunmehr bevorzugt gebundenen Cofaktor 
einhergeht (CHÁNIQUE UND PARRA, 2018). Kürzlich durchgeführte Untersuchungen an FDH mit hoher 
Sequenzhomologie zeigten jedoch, dass eine deutlich stärkere Wiederherstellung der Enzymaktivität 
nach einem erfolgten Cofaktor-Switch für FDH möglich ist. Eine aktuelle, umfassende Studie an PseFDH 
zeigte eine Erhöhung des kcat mit NADP+ auf rund 60 % der ursprünglichen Aktivität mit NAD+ 
(CALZADIAZ-RAMIREZ ET AL., 2020). Da RjFDH und PseFDH im Bereich der Cofaktor-Bindedomäne und des 
aktiven Zentrums einen nahezu identischen Aufbau aufweisen, legt dies die Vermutung nahe, dass eine 
deutlich stärkere Wiederherstellung der spezifischen Aktivität auch für die RjFDH möglich ist. 
Äquivalent zu den Studien an der PseFDH würde dies für die RjFDH zu einer Erhöhung der spezifischen 
Aktivität mit NADP+ als Cofaktor auf rund 12 U mg-1 führen, was der doppelten spezifischen Aktivität 
des Standardenzyms CbFDH mit NAD+ entspräche.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente liefern wichtige Erkenntnisse über die strukturellen 
Determinanten für die Cofaktor-Diskriminierung der RjFDH, was die Grundlage für weitere 
Experimente bildet. Die Reste an Position 222 und 380 determinieren die Cofaktorspezifität der RjFDH.  
Der Austausch von His259 und Glu261 (welche sich ebenfalls im unmittelbaren cofaktorbindenen 
Bereich befinden) gegen alle anderen kanonischen Aminosäuren zeigte hingegen eine kaum 
veränderte oder verringerte Enzymaktivität mit NADP+ als Cofaktor. Weiterhin sollten Arg223 und 
His224 im Bereich der Cofaktor-Bindetasche unverändert bleiben, da diese offenbar wichtig für die 
Aufrechterhaltung der Enzymaktivität auch mit NADP+ sind. Diese Aminosäuren scheinen durch 
mehrere molekulare Interaktionen zur Formung der Bindetasche beizutragen, weiterhin treten 
Wechselwirkungen durch elektrostatische Interaktionen zwischen Cofaktor und Enzym auf. Im Zuge 
der Veränderung der Cofaktorspezifität der FDH aus G. mallensis wurde zur Verbesserung der 
Enzymaktivität mit NADP+ ein Argininrest an dieser homologen Position eingefügt, wodurch sich das 
gleiche Sequenzmotiv wie für die RjFDH in diesem Sequenzbereich ergab (R223-H224; ROBESCU ET AL., 
2020). Diese Ergebnisse weisen ebenfalls auf die Bedeutung der Aminosäure an dieser Position in FDH 
hin. Für weitere Experimente sollten daher andere Reste ausgewählt werden, um eine weitere 
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ABBILDUNG A-1: ÜBERPRÜFUNG DER REINIGUNG DER FDH MITTELS SDS-PAGE. M: GRÖßENSTANDARD COLOR PRESTAINED 
PROTEIN STANDARD, BROAD RANGE, 11-245 KDA (5 µL), GF: GESAMTFRAKTION ROHEXTRAKT, LF: LÖSLICHE FRAKTION DES 
ROHEXTRAKTS. CBFDH - FDH AUS C. BOIDINII, CNFDH - FDH AUS C. NECATOR, HDFDH - FDH AUS H. DENITRIFICANS, GM386FDH 
- FDH AUS G. MALLENSIS (386 AA), MCFDH - FDH AUS M. CRIMEENSIS, MVFDH - FDH AUS M. VERSATILIS, RJFDH - FDH AUS  
R. JOSTII, SMFDH - FDH AUS S. MARINA, SNFDH - FDH AUS S. NOVELLA. 
 
 




ABBILDUNG A-3: EXEMPLARISCHES GC-DIAGRAMM DER DETEKTION VON (S)-1-PHENYLETHANOL . DARGESTELLT IST DIE DETEKTION 
DES SUBSTRATS ACETOPHENON (RETENTIONSZEIT 6,087 MINUTEN) UND DEM PRODUKT (S)-1-PHENYLETHANOL (RETENTIONSZEIT 
7,757 MINUTEN, ROTER PFEIL). DIE PRODUKTBILDUNG ERFOLGTE IN EINEM REAKTIONSSYSTEM DURCH EINE ALKOHOLDEHYDROGENASE 
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ABBILDUNG A-4: ÜBERPRÜFUNG DER REINIGUNG DER LEUDH MITTELS SDS-PAGE. M: GRÖßENSTANDARD COLOR PRESTAINED 
PROTEIN STANDARD, BROAD RANGE, 11-245 KDA (5 µL), GF: GESAMTFRAKTION ROHEXTRAKT, LF: LÖSLICHE FRAKTION DES 




ABBILDUNG A-5: EXEMPLARISCHES HPLC-DIAGRAMM DER DETEKTION VON TRIMETHYLPYRUVAT. DARGESTELLT IST DIE ABNAHME 
DER KONZENTRATION DES SUBSTRATS TRIMETHYLPYRUVAT (RETENTIONSZEIT 6,8 MINUTEN). DER UMSATZ DES SUBSTRATS ERFOLGTE 
IN EINEM REAKTIONSSYSTEM DURCH DIE LEUDH, CBFDH WURDE ALS COFAKTOR-REGENERIERUNGSSYSTEM EINGESETZT. ES WURDEN 6 













ABBILDUNG A-6: THERMISCHE INAKTIVIERUNG DER RJFDH-MUTANTEN (EINZELMUTATIONEN). JEWEILS 30 µL ENZYMLÖSUNG 




ABBILDUNG A-7: LANGZEITSTABILITÄT DER RJFDH UND MUTANTEN BEI EINER TEMPERATUR VON 50 °C. IN REGELMÄßIGEN 























Wildtyp T27P N67L V91I V207M T253V




























ABBILDUNG A-8 EINFLUSS POLARER LÖSUNGSMITTEL AUF DIE ENZYMAKTIVITÄT DER RJFDH UND DEREN EINZELMUTANTEN. DIE LÖSUNGSMITTEL WURDEN IN UNTERSCHIEDLICHEN KONZENTRATIONEN ZUM 
















































T27P A316P Q302L S391W V91I N67L Wildtyp T253V V207M D290E T337C
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ABBILDUNG A-9: ÜBERPRÜFUNG DER CHITINBASIERTEN REINIGUNG DER RJFDH MITTELS SDS-PAGE. M: GRÖßENSTANDARD COLOR 
PRESTAINED PROTEIN STANDARD, BROAD RANGE, 11-245 KDA (5 µL), GF: GESAMTFRAKTION ROHEXTRAKT, LF: LÖSLICHE FRAKTION 
DES ROHEXTRAKTS, DF: DURCHFLUSS DER SÄULENBELADUNG, WF: WASCHSCHRITT, S: SÄULENREINIGUNG, F: DURCHFLUSS DES 
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